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Einleitung
1.Einleitung

1.1. Krebs

1.1.1. Allgemeine Einfithrung

Krebs ist eine Erkrankung, die fast alle mehrzelligen Lebewesen betreffen kann, und
auch beim Menschen ist Krebs eine historisch lang bekannte Krankheit. Schon unsere
Vorfahren scheinen darunter gelitten zu haben. So gibt es 3500 Jahre alte medizinische
Schriften aus Agypten, die Krankheitsbilder beschreiben, auf die die Diagnose Krebs
passen wiirde (Davidson, 1967). Aulerdem hat man menschliche Skelette gefunden,
deren charakteristische Veranderungen auf Krebs hinweisen; so z.B. den Schidel eines
Inka-Indianers, der kleine schwarze Flecken aufweist, die darauf schlieBen lassen, dal3
er vor mehr als 500 Jahren an einem malignen Melanom erkrankt und vielleicht sogar
gestorben war (Ortega et al, 1966). Die Inzidenz an Krebs hat allerdings erst in den
letzten hundert Jahren stark zugenommen (Abb.1). Heute ist Krebs in den zivilisierten

Landern nach den Herzkreislauferkrankungen die zweithdufigste Todesursache.
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Abb.1: Gesamtsterblichkeit an Krebs in den Vereinigten Staaten zwischen 1900 und 1985 (die Zahlen
sind nicht alterskorrigiert; aus: Cancer, Prescott und Flexer, 1989)
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Die Mortalitdtszunahme an Krebs ist vor allem auf die Abnahme der Sterblichkeit durch
Infektionskrankheiten aufgrund der Therapiemdglichkeiten der modernen Medizin
zuriickzufithren. Krebs ist in der Regel eine Erkrankung des fortgeschrittenen Alters.
Dies erklart sich aus den Mechanismen der Krebsentstehung. Bisher nimmt man als
Ursachen spontane Mutation, Umweltfaktoren wie Strahlung, Chemikalien und Viren
und eine genetische Disposition an (Prescott und Flexer, 1989).

Schiden durch Umweltfaktoren wie Strahlung, Chemikalien und Viren akkumulieren
im Laufe eines Lebens und 16sen in der Regel erst nach einer Latenzzeit von 5 bis zu 30
Jahren Krebs aus. DaB3 diese Umweltfaktoren eine entscheidende Rolle spielen, kann
man anhand von Einwandererbewegungen verfolgen, bei der Menschen
unterschiedlicher Rasse und Herkunft sich in ihrem Krebsrisiko fiir bestimmte
Krebsarten an das Einwandererland angleichen. So sank z.B. fiir Japaner, die in die
USA einwanderten, das Risiko fiir Magenkrebs, allerdings stieg dafiir das Risiko fiir
Brustkrebs (Haenszel und Kurihara, 1968).

Strahlen und Kanzerogene wirken krebsauslosend durch Verdnderung der DNA-
Sequenzen, sogenannte Mutationen. Sie werden deshalb auch als Mutagene bezeichnet.
Allerdings treten Mutationen auch spontan auf, statistisch in einer Haufigkeit von 10 je
Gen und Zellteilung. Dieser Wert ergibt sich aus den grundsitzlichen Grenzen der
Genauigkeit bei DNA-Replikation und -Reparatur. Allein durch spontane Mutation hat
so im Laufe eines menschlichen Lebens jedes einzelne Gen 10'° mal die Gelegenheit in
einer Korperzelle zu mutieren. Mutationen durch Umweltfaktoren addieren sich dazu.
Da Mutationen irreversible Verdnderungen in der DNA darstellen, konnen sie auch an
die Nachkommen weitergegeben werden. Dies sorgt flir das familidr gehdufte Auftreten
mancher Tumoren, wie z.B. das familidre Mammakarzinom durch Mutation in den
BRCA-Genen oder das familidre Kolonkarzinom (HNPCC-Gen).

Mutationen konnen, wenn sie in kodierenden Sequenzen auftreten, ein verdndertes
Protein zur Folge haben: Dieses kann entweder seine Funktion einbiien oder insofern
entarten, dal3 es stindig (konstitutiv) aktiv ist. Mutationen im Promotorbereich eines
Genes konnen hingegen zu einer Verdnderung in der Genexpression fiihren, so daf3 ein
Protein zu viel, zu wenig, im falschen Zelltyp oder zu einem unpassenden Zeitpunkt
translatiert wird.

Aber auch epigenetische Verdnderungen konnen zu einer Krebsentwicklung fithren. So
konnen Gene durch Methylierung bzw. Demethylierung inaktiviert bzw. aktiviert
werden. In verschiedenen Tumoren hat man jlingst eine Hypermethylierung von CpG-

Inseln der Promotoren von Tumorsuppressorgenen gefunden, was deren Expression

-
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verhindert (Toyota und Issa, 1999). Solch eine Stillegung wurde z.B. fiir das
Tumorsuppressorgen Rb im Retinoblastom gefunden (Ohtnai-Fujita et al, 1993), aber
auch fiir andere Tumorsuppressorgene wie z.B. E-Cadherin (Zelladhdsionsmolekiil) in
einigen Tumoren (Herman, 1999). Im Gegensatz dazu wurde in Bronchial- und
Kolonkarzinomen eine generelle Hypomethylierung gefunden, was zu einer Aktivierung
von Onkogenen fiihren konnte (Feinberg und Vogelstein, 1983b).

Krebs geht von der Entartung einer einzigen Zelle aus, die sich durch Zellteilung
vermehrt und so einen Zellklon bildet. Damit eine Zelle entartet, sind in aller Regel
mehrere Mutationsereignisse notig, die zufdllig zusammentreffen und so einen
kumulativen Effekt haben (Vogelstein und Kinzler, 1993). Dies ergibt sich aus dem
erhohten Risiko fiir Krebs mit zunehmendem Alter, aber auch aus der hohen spontanen
Mutationsrate. Aus statistischen Berechnungen schitzt man, da3 drei (bei Leukdmien)
bis sieben (bei Karzinomen) Zufallsereignisse eintreten miissen, damit eine Zelle zur
Krebszelle wird. Im Sinne einer Mikroevolution erhélt die Krebszelle zunichst die
Féahigkeit zur unendlichen Vermehrung und Unsterblichkeit, im Verlauf der
Tumorentwicklung, der sogenannten Tumorprogression, dann die Féhigkeit zur
Invasion, zur Neovaskularisation (Angiogenese), zur Metastasierung und sogar zur

Resistenzbildung gegen Medikamente.

1.1.2. Kontrolliertes Zellwachstum

Die Proliferation von Zellen wird in der G;-Phase des Zellzyklus kontrolliert. Die
unterschiedlichen Verdopplungszeiten von verschiedenen Zelltypen beruhen vor allem
auf der Dauer dieser Gi-Phase. Zellen, die sich nicht mehr teilen sollen, werden in
dieser Phase arretiert. Dieser Mechanismus ist in vielen Tumorzellen defekt und fiihrt
somit zu unkontrollierter Proliferation und mangelnder Differenzierung.

Differenzierung ist auch verantwortlich fiir die begrenzte Lebensdauer einer Zelle, da
als Folge von Differenzierungsschritten eine Stammzelle in das Endstadium einer sich
nicht mehr teilenden Zelle iibergeht. Zusitzlich haben Zellen ein System entwickelt, die
Anzahl der Zellverdopplungen anhand der Telomere mitzuzdhlen. (Compagni and
Christofori, 2000). Normale menschliche Zellen teilen sich 60 bis 70 mal, arretieren
dann im Zellzyklus und gehen in ein Seneszenzstadium iiber. Telomerase, das Enzym
das fiir einen Erhalt der Telomerldnge verantwortlich ist, ist in normalen somatischen

Zellen im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen nicht aktiv. Allerdings findet man in
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etwa 80% der Tumorzellen eine erhohte Telomeraseaktivitit (Holt und Shay, 1999),

was zur unendlichen Teilungsféhigkeit von Tumorzellen fithren kann.

Zu den wichtigsten Schutzmechanismen des Korpers gegen eine Krebsbildung gehort
das Auslosen des Absterbens von Zellen (Hanahan und Weinberg; 2000). Dieser als
Apoptose (griechisch fiir "fallen", verglichen mit den fallenden Blittern eines Baumes)
bezeichnete Mechanismus soll bei Mehrzellern die Gewebehomeostase gewéhrleisten.
So werden z.B. zur Erneuerung des Epithels die oberflachlichen Epithelzellen der Haut
und des Darms durch Apoptose entsorgt und von der Basalzellschicht aus wieder
gebildet. In der Embryonalentwicklung werden z.B. bei der Fingerentwicklung die
Zellen zwischen den Fingern (urspriinglich Schwimmhiute) apoptotisch oder
autoimmune T-Zellen werden wéhrend der T-Zell-Selektion im Thymus durch
Apoptose eliminiert. Aber auch das Immunsystem (T-Killerzellen) bedient sich dieses
Mechanismus, indem es in Virus befallenen Zellen oder in Krebszellen den
Zellselbstmord ausldst (Duke et al, 1997). Tumorzellen zeigen hiufig Mutationen, die
zu einer Resistenz der Zellen gegeniiber Apoptose fithren (Jaitteld, 1999).

Die Apoptose wird auch als "programmierter Zelltod" bezeichnet, da sie strengen
Kontrollmechanismen unterliegt. Sie wird im Gegensatz zur Nekrose gezielt induziert.

Eine apoptotische Zelle zeigt mikroskopisch ein typisches Bild:

Die Zellen bekommen pyknotische Zellkerne bis hin
zum Kernzerfall (Karyorrhexis), verlieren den
Zellkontakt zu Nachbarzellen und schrumpfen. Die
gesamte Zelle scheint zu brodeln, durch Abschniirung
entstehen Bldschen auf der Zelloberfliche, das

sogenannte "blebbing" der Zelle. Zum Schlul} zerfillt

die gesamte Zelle in kleine Vesikel, den apoptotischen

Korperchen, die dann von Phagozyten beseitigt werden

' Abb.2: Apoptotische Ba/F3-
(Whyllie et al, 1980). Zelle (Pfeil) zwischen normalen
Zellen

Auf molekularbiologischer Ebene entspricht diesen Verdnderungen ein kontrollierter
Abbau der Zelle. Es kommt auf unterschiedliche Weise (je nach Ausldser und Zellart)
zu einer Aktivierung von Caspasen (Nicholson et al, 1995). Diese Cysteinproteasen, von
denen inzwischen 14 verschiedene in Sdugern bekannt sind, spalten spezifisch mehr als
70 verschiedene Proteine (Fadeel et al, 2000):

-
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1. Proteine, die zum Zytoskelett gehdren wie Lamine (fiihrt zur Zellschrumpfung und
Verlust der Zell-Zell-Kontakte)

2. Proteine, die an Signaltransduktionswegen flir Proliferation und Antiapoptose
beteiligt sind

3. nukledre Proteine wie Histone, Topoisomerasen und PARP (Poly-ADP-ribose-
Polymerase)

4. Pro-Caspasen im Rahmen einer Proteasekaskade, die dadurch zu aktivierten
Caspasen werden

Die Aktivierung von PARP scheint fiir die Aktivierung von Endonukleasen

verantwortlich zu sein, die als letzte Instanz die DNA der Zelle fragmentieren.

Die Ausloser fiir die Apoptose sind vielfiltig. Dazu gehdren durch Strahlung oder
Kanzerogene ausgeloste DNA-Schédden, die iiber einen p53-abhingigen Weg in die
Apoptose fiihren. Aber auch die T-Killerzellen des Immunsystems 16sen iiber Perforine
und Granzym B Apoptose aus, ebenso wie die Aktivierung sogenannter "Todes-
rezeptoren" wie Fas oder der TNF-Rezeptor. Einige Zellen (vor allem die des
Immunsystems) benétigen die permanente Stimulation durch Wachstumshormone, wie
z.B. Interleukine, um die Apoptose zu unterdriicken (Raff, 1992).

So unterschiedlich wie die Ausloser sind auch die Wege, iiber die diese Ausloser
wirken. Es gibt eine ganze Reihe von Proteinen, die antiapoptotisch oder proapoptotisch
wirken (sieche Ubersicht). Die Bcl-2 Familie, benannt nach dem zuerst beschriebenen
antiapoptotischen Protein Bcl-2 (Tsujimoto et al, 1985; Vaux et al, 1988), stellt die
bekanntesten Proteine in der Apoptoseregulation dar. Bel-2 wurde zuerst im follikuldren
B-Zell-Lymphom beschrieben. Es wurde urspriinglich an der Bruchstelle der t(14/18)
Translokation gefunden, die im follikuldren B-Zell-Lymphom hiufig vorkommt. Bcl
war urspriinglich die Abkiirzung fiir ,,B-cell lymphoma/leukemia® (Tsujimoto et al,
1984), wird heute aber meist mit ,,breakpoint cluster* “iibersetzt, da die Bruchstellen des
Chromosoms 18 innerhalb eines kurzen DNA-Stiickes geclustert auftreten, in dessen
Bereich das bcl-2 Gen liegt. Durch diese Translokation gerdt das bcl-2 Gen in die
Promotorkontrolle der schweren Immunglobulinkette und wird dadurch dereguliert
exprimiert (Tsujimoto et al, 1985). Eine Uberexpression von bcl-2 konnte neben dem
follikuldren B-Zell-Lymphom aber auch in anderen Tumoren wie z.B. dem malignen
Melanom nachgewiesen werden. Dabei korrelieren die Expressionslevel von bcl-2 und
bcl-X. mit der Aggressivitit vom Melanomen (Leiter et al, 2000). Aber auch

Melanozyten exprimieren basal schon viel bcl-2, da sie physiologischerweise als
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Schutzschild gegen UV-Strahlung fungieren und dabei nicht gleich apoptotisch werden
diirfen (Duke et al, 1997).

Sowohl pro- als auch antiapoptotisch wirkende Proteine werden iiber verschiedene
Signaltransduktionswege in  ihrer = Genexpression reguliert oder  durch
Phosphorylierungen in ihrer Aktivitit beeinflufit. Dabei entscheidet das Verhéltnis von

proapoptotischer zu antiapoptotischer Fraktion in der Zelle {iber Leben und Tod.

Ubersicht iiber Proteine in der Apoptoseregulation (modifiziert nach Jaittala, 1999):

antiapoptotisch wirken: Bcl-2, Bel-X;, Mcl-1, Al, Bel-w, Bfl-1; Rb; Hsp70, Hsp27, Survivin
proapoptotisch wirken: Bad, Bax, Bcl-Xg, Bak, Bik, Bim, Diva; p53

1.1.3. Tumorgene

Da antiapoptotische Proteine der Apoptose entgegenwirken stellen fiir diese Proteine
kodierende Gene potentielle Onkogene (onkos = griechisch fiir Tumor) dar.

Onkogene entstechen durch Mutation aus Proto-Onkogenen, entweder spontan oder
durch transformierende Faktoren wie Viren, chemische Karzinogene und Strahlen.
Onkogene kann man unterteilen in dominante Onkogene (Onkogene im engeren Sinne)
und rezessive Onkogene, die auch als Tumorsuppressorgene bezeichnet werden. Fiir die
Krebsentwicklung ist entweder die Aktivierung von (dominanten) Onkogenen

verantwortlich oder aber der Verlust von Tumorsuppressorgenen.

Onkogene wurden als das transformierende genetische Material onkogener Viren
entdeckt (Martin, 1970), die ihre DNA in das Wirtsgenom integrieren. Dabei konnen
entweder Onkogene mitgebracht werden, die als Proto-Onkogene zufillig aus dem
Genom vorheriger Wirtszellen aufgenommen wurden und nach Mutation als Onkogene
in die DNA des neuen Wirts eingebaut werden, oder das zufillige Einbauen der starken
Promotoren fiir die Transkription der Viren-DNA vor ein Proto-Onkogen im
menschlichen Genom sorgt fiir die Transkription eines Onkogens (Insertionsmutation).

Proto-Onkogene stellen zelluldre Gene dar, die das Zellwachstum, die Apoptose, die
Zelldifferenzierung und die Zellbeweglichkeit steuern. Bei Verdnderung zum Onkogen
wird so das Wachstums- und Differenzierungsverhalten der Zelle verdndert. Das
Potential eines Onkogens zeigt sich darin, dal Onkogene dominant wirken, d.h. selbst
bei noch unverindertem zweiten Allel des Proto-Onkogens setzt sich die

tumorauslosende Potenz des Onkogens durch.
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Die meisten Onkogene lassen sich anhand ihrer Funktion innerhalb der Zelle in fiinf

Klassen einteilen (Beispiele; modifiziert nach Hunter, 1991):

1. Wachstumsfaktoren: sis (B-PDGF), int-1(wnt-1), int-2 (FGF)
2. Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren und Hormone:
a) Rezeptortyrosinkinasen: ErbB-1 (EGFR), ErbB-2 (neu), kit, Xmrk
b) Intrazelluldre Rezeptoren: erbA
3. Proteine fiir die intrazelluldre Signaliibertragung:
a) Tyrosinkinasen: src, yes, abl, fyn
b) Serin/Threoninkinasen: raf, mos, pim-1, Akt
c) GTPasen: ras
d) Adaptoren: crk
4. Nukledre Transkriptionsfaktoren: jun, fos, myc, myb, rel
5. Antiapoptotische Proteine: bcl-2, bel-X

Die meisten Onkogene kodieren fiir Proteine der Superfamilie der Proteinkinasen
(Hunter, 1987). Obwohl weitaus mehr Serin-/Threoninkinasen bekannt sind (Hanks,
1988), dominieren bei den Proto-/Onkogenen die Tyrosinkinasen, wohl weil sie in viele
Wachstums- und Differenzierungsprozesse der Zelle involviert sind. In gesunden Zellen
sind in der Regel nur 0,05% der Phosphorylierung von Proteinen Tyrosin-
phosphorylierungen. Bei Tumorzellen ist der Anteil durch konstitutiv aktive
Tyrosinkinasen bedeutend hoher. Diese konstitutive Aktivierung scheint auf die
neoplastische Entwicklung einer Zelle einen grofen Einflul zu haben (Fedi et al, 1997;
Tsatsanis und Spandidos, 2000) und kann entweder durch Uberexpression oder durch
Mutation der Tyrosinkinase entstehen.

Eine neue Klasse von Onkogenen kodiert fiir antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 und
Bcel-X;. Sie zeichnen sich dadurch aus, daB sie nicht durch eine Induktion von
Zellproliferation onkogen wirken (Jaitteld et al, 1999). Fiir Bcl-2 wurde sogar eine
Inhibition der Zellproliferation in verschiedenen Zellen wie Thymozyten, Lymphozyten
und Fibroblasten gefunden (Reilly et al, 1996). Stattdessen wirken sie durch die
Inhibierung der Apoptose onkogen, indem sie die Zellen so dem natiirlichen
Entsorgungsmechanismus fiir fehlgesteuerte Zellen entziehen. Die Apoptoseinhibition
ist neben der unkontrollierten Zellvermehrung also ein entscheidender Schritt zur

neoplastischen Transformation.

Im Gegensatz zu Onkogenen sind Tumorsuppressorgene Gene, die physiologischer-

weise die Ausbildung eines Tumors unterdriicken. Sie wurden deshalb auch Anti-

-
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Onkogene genannt und sind die am hiufigsten mutierten Gene in den meisten humanen
Tumoren. Allerdings miissen dafiir beide Allele des Gens ausfallen, d.h. auf zellulérer
Ebene sind Tumorsuppressorgene rezessiv. Typische Beispiele sind die
Zellzykluskontrollproteine p53 und Rb. Sie iiberwachen den laufenden Zellzyklus,
konnen Zellen in der Ruhephase arretieren oder sogar den Zelltod, die Apoptose
induzieren. Bei vielen Tumoren findet man Mutationen in diesen Genen. So zeigen
mehr als 50% aller Tumoren ein defektes p53 Protein (Soussi, 2000). Beim familidren
(erblichen) Retinoblastom hat man in der Keimbahn die Mutation eines Rb-Allels
gefunden, was den Tréiger anfillig fiir Tumoren (vor allem multiple Retinoblastome der
Netzhaut) macht. Weitere Tumorsuppressorgene sind aulerdem WT1, das bei Mutation
zum Wilmstumor fithrt;, BRCA-1 und -2 fiir das Mammakarzinom, NF1 fiir das
Schwannom und APC fiir das Kolonkarzinom. AuBlerdem gehéren zu den
Tumorsuppressorgenen auch die Reparatursysteme fiir DNA-Schéden. Bei der rezessiv
vererbten Hautkrankheit Xeroderma pigmentosum z.B. fehlen in den Zellen die
Reparatursysteme fiir UV-Schidden. Diese Patienten entwickeln deshalb sehr schnell

Hautkrebs und versterben meist in jungen Jahren.

1.2. Die Rolle der Rezeptortyrosinkinasen

1.2.1. Die Rolle von Rezeptortyrosinkinasen in der Zelltransformation

Tyrosinkinasen spielen fiir die Entstehung von Tumoren eine herausragende Rolle. Eine
Gruppe von Tyrosinkinasen, die dabei von groBBer Relevanz ist, umfaft die
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs). Sie besitzen einen extrazelluliren Anteil mit
Ligandenbindungsdoméne, einen Transmembranteil bestehend aus einer einzigen
hydrophoben Transmembran-a-Helix und einen katalytischen intrazelluldren Anteil mit
Tyrosinkinasedoméne, an den sich ein C-terminales Ende anschlie3t. Nach Liganden
induzierter Rezeptordimerisierung wird der C-Terminus an bestimmten Tyrosinresten
autophosphoryliert, was zur Rekrutierung verschiedener Signalproteine fiihrt (Yarden
and Ullrich, 1988).

Bis heute sind 16 verschiedene RTK-Familien gefunden worden, in die die RTKs
anhand ihrer Struktur unterteilt werden. AuBBerdem gibt es noch eine Reihe zusétzlicher
RTKs, die keiner Familie zugeordnet werden konnen (van der Geer et al, 1994).

Die zuerst entdeckte RTK war 1982 der Rezeptor fiir den Epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) (Cohen, 1986; Ullrich et al, 1984). Der EGF-Rezeptor wird

hdufig in Mammakarzinomen, Plattenepithelkarzinomen oder Karzinomen anderen
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epithelialen Ursprungs tiberexprimiert (Yarden und Ullrich, 1988; Eccles et al, 1995;
Ellerbroek et al, 1998). Eine Uberexpression anderer humaner Gene, die fiir Rezeptoren
aus der EGFR-Familie kodieren wie vor allem HER2/neu ist fiir viele Adenokarzinome
charakteristisch und ist oft ein Marker fiir eine schlechte Prognose (Slamon et al, 1989;
Hynes und Stern, 1994). Neben der Uberexpression werden RTKs in Tumoren hiufig
durch Mutationen konstitutiv aktiv. So fiihrt z.B. eine Mutation im Gen des HER2/neu-
Rezeptors, die einen Aminosdureaustausch in der Transmembrandoméne zur Folge hat
(Val 664 => GIn), zu einem konstitutiv aktiven neu-Rezeptor (Stern und Kamps, 1988;
Weiner et al., 1989). Eine onkogene Version des EGF-Rezeptors hingegen entsteht z.B.
durch Deletion im Proto-Onkogen, was einen Verlust des ligandenbindenden
extrazelluliren Anteils des EGF-Rezeptors und seine konstitutive Aktivierung zu Folge
hat. RTKSs aus anderen Familien wie z.B. der PDGF-Rezeptor (,,platelet derived growth
factor”) und der IGFI1-Rezeptor (,insulin-like growth factor®) spielen ebenfalls in
verschiedenen Tumoren wie z.B. dem Mammakarzinom eine Rolle (Rogler et al, 1994;
Favoni und de Cupis, 2000).

1.2.2. Die Rolle von Rezeptortyrosinkinasen im malignen Melanom

Auch im malignen Melanom und davon etablierten Zellinien findet man eine generell
gesteigerte Phosphotyrosinkinaseaktivitit, die entweder durch Uberexpression von
Pigmentzell-typischen Kinasen und/oder durch erworbene unphysiologische Expression
zusitzlicher RTKs entsteht (Halaban, 1994). RTKs, die physiologische Rezeptoren fiir
Pigmentzellen darstellen, sind z.B. der FGF-R1, c-Met, IGF1-R und c¢-Kit (Rodeck und
Herlyn, 1991, Halaban, 1994).

Der FGF-Rezeptor spielt eine wichtige physiologische Rolle in der Differenzierung und
Proliferation von Melanozyten (Halaban, 1996). Normale Melanozyten sind von
exogenem bFGF fiir ihre Proliferation abhingig, wihrend die meisten Melanomzellen
eine hohe bFGF Expression zeigen und so durch einen autokrinen Loop eine
konstitutive Aktivierung ihres FGF-Rezeptors erreichen (Halaban et al, 1988) und
dadurch unabhingig von externen Wachstumsfaktoren werden (Becker et al, 1992;
Halaban et al, 1994; Yayon et al, 1997). Allerdings miissen fiir die Tumoreigenschaft
der Zellen noch andere Ereignisse eine Rolle spielen, da eine konstitutive endogene
bFGF Expression in normalen Melanozyten zwar zu autonomem Wachstum in
Zellkultur, nicht jedoch zu einer Tumorentwicklung in vivo nach subkutaner Injektion
der Zellen in nackte Méuse fiihrt (Dotto et al, 1989).

9.



Einleitung

Die RTK c-Met wird von Melanozyten exprimiert und ihre Aktivierung durch den
Liganden HGF/SF (,,hepatocyte growth factor/scatter factor) stimuliert verschiedene
zelluldre Aktivitdten, die zum neoplastischen Phénotyp fiihren konnen wie
Zellproliferation, Motilitit, Invasivitit und morphogenetische Transformation. HGF/SF
transgene Mduse zeigen eine Anhdufung von Melanozyten in Epidermis und Dermis
und entwickeln im Mittel innerhalb von 20 Monaten primére kutane Melanome
(Noonan et al, 2000). Somit kdnnte c-Met in frithen Stadien der Transformation eine
Rolle spielen (Halaban et al, 1993). In Melanomen wird c-Met allerdings vor allem in
spateren Stadien exprimiert (Natali et al, 1993), wobei die Stimulierung von Met in
Melanomzellen durch eine Aktivierung von proteolytischen Enzymen wie z.B. der
Gelatinase zu einer gesteigerten Invasivitit und Motilitdt fiihrt. Met hat einen
wachstumsinhibierenden Effekt auf Melanomzellen, der allerdings in der Umgebung
von Hepatozyten (durch hepatozytire Wachstumsfaktoren) aufgehoben wird (Rusciano
et al, 1998). Dies fordert die Lebermetastasierung von Melanomen, wobei die Leber
tatsichlich in vivo einen der hiufigsten Metastasierungsorte von Melanomen darstellt.
Vor allem Uveamelanome metastasieren bevorzugt in die Leber, was haufig mit einer c-
Met Expression korreliert (Hendrix et al, 1998).

Fiir die Aktivierung des IGF1-Rezeptors wurde neben der Wachstumsstimulation eine
Rolle in der Aufrechterhaltung der Antiapoptose beschrieben. So zeigte sich, dall eine
Inhibierung dieser RTK in humanen Melanomzellinien neben einem Wachstumsstop in
die Apoptose fiihrt (Kanter-Lewensohn et al, 1998). Andererseits sind aber auch
Melanomzellinien beschrieben, die nicht auf eine IGF1-R Stimulierung oder
Inhibierung reagierten (Furlanetto et al, 1993). Eine IGF1-R Expression wird in vielen
Melanomen (Fleming et al, 1994; Stracke et al, 1989) und in den meisten
Melanommetastasen (Kanter-Lewensohn, 1998) gefunden. Diese sind in ihrem
Wachstum durch autokrine Stimulation von exogenem IGF-I unabhingig (Herlyn et al,
1990).

Rezeptortyrosinkinasen, die im malignen Melanom héufig {iberexprimiert oder ektop
exprimiert werden, sind u.a. der EGF-Rezeptor (Houghton et al, 1987), ECK, FGF-R4,
HEK2, TIE, TYRO-9, TYRO-10 (Easty et al, 1993, 1995a,b) und AXL (Quong et al,
1994). Allerdings konnte bisher keine direkte Rolle dieser Rezeptortyrosinkinasen fiir
die Initiation oder Aufrechterhaltung des neoplastischen Phianotyps der Melanomzellen
gezeigt werden. Zudem zeigen verschiedene Melanome und Melanomzellinien sehr
heterogene Expressionsmuster dieser Rezeptortyrosinkinasen, so daB3 diese Molekiile
moglicherweise keine relevante Funktion besitzen, sondern nur die Konsequenz einer

chaotischen Molekularbiologie von sich schnell teilenden Zellen darstellen. Die davon
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in Melanomen am héufigsten iiberexprimierten Rezeptortyrosinkinasen sind ECK und
HEK2 aus der EPH-Familie der Rezeptortyrosinkinasen (Easty et al, 1995a). Eine EGF-
Rezeptor Expression wurde in 91% von Melanommetastasen gefunden, verglichen mit
19% in Navuszellndvi (de Wit et al, 1992). Dies konnte einen moglichen Einflul des
EGF-Rezeptors in spédteren Melanomstadien aufzeigen. Allerdings scheint der EGF-R
nicht die Proliferation oder diese zumindest nicht ausschlaggebend zu beeinflussen, da
ein monoklonaler Antikorper gegen den EGF-Rezeptor das Melanomwachstum nicht
inhibieren konnte (Rodeck et al, 1991). TIE und der VEGF-R werden im malignen
Melanom nicht direkt in den Melanomzellen exprimiert, sondern in den ins Melanom
einsprossenden Gefidllen (Lin et al, 1998, 1999; Kaipainen et al, 1994). So konnten die
Melanomzellen iiber eine VEGF-Sekretion die Angiogenese und somit ihre Versorgung

fordern.

Es gibt aber auch RTKs, deren Expression wihrend der Melanomprogression verloren
geht. Dies geschieht haufig mit c-Kit, dem Rezeptor fiir den Stammzellfaktor/MGF
(,,mast cell growth factor”) (Lassam und Bickford, 1992; Natali et al, 1992), der fiir die
Entwicklung von Melanozyten eine entscheidende Rolle spielt (Nocka et al, 1990;
Funasaka et al, 1992). In Melanomen, in denen c-Kit exprimiert wird, ist diese RTK
nicht konstitutiv aktiv und kann nicht in positiver Weise mit der malignen
Transformation von Melanozyten assoziiert werden (Funasaka et al, 1992). Vielmehr
scheint die Reduktion der c-Kit Expression eine Folge der Transformation zu sein
(Lassam und Bickford, 1992). Ebenso wurden fiir die RTK KDR, TYRO-3, SEK und
den katalytisch inaktiven RTK-&hnlichen Rezeptor PTK7, die in Melanozyten
exprimiert werden, eine Herabregulierung der Expression in metastasierenden
Melanomen und Melanomzellinien gefunden. (Easty et al, 1993, 1995b, 1997). Da das
allerdings jeweils nicht in allen Melanomen der Fall ist, stellt der Verlust der Expression

dieser RTKs wohl kein notwendiges Kriterium fiir die Transformation dar.

1.3. Das Xiphophorus-Melanom-System

1.3.1. Allgemeine Einfithrung

Zu den dltesten und am besten verstandenen Beispielen eines erblichen Tumors gehort
das Melanom von tropischen Fischen der Gattung Xiphophorus, die zur Familie der
lebendgebirenden Zahnkarpfen (Poeciliidae) gehoren. Beheimatet ist dieser Fisch in

den FluBsystemen Mexikos, Honduras und Guatemalas (Kallman, 1975) und die
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verschiedenen Arten unterscheiden sich unter anderem in ihrem Pigmentmuster. In
Xiphophorus-Fischen lassen sich zwei Typen von spezialisierten melaninbildenden
Pigmentzellen unterscheiden: die Mikro- und die Makromelanophoren, die sich aus den
gleichen Vorlduferzellen, den Melanoblasten entwickeln (Humm und Young, 1956).
Die Mikromelanophoren sind in der gesamten Haut des Fisches verteilt und machen die
graue Korperfarbe aus, wihrend die Makromelanophoren die verschiedenen
Pigmentmuster der Fische bilden (Gordon, 1927, 1959).

Durch Kreuzung bestimmter Arten der Gattung Xiphophorus treten in den
Nachkommen Fische mit malignem Melanom auf (Abb.3), welches sich aus
Makromelanophoren entwickelt (Anders, 1991).

Xiphophorus maculatus Xiphophorus helleri

Tu/Tu;R/R
QU : fes

Tul-;--  Tul=RI- /=R/- Sy,

Abb.3: Kreuzungsbedingte Melanombildung bei Xiphophorus und genetisches Modell fiir die
Tumorentstehung (Erlduterung siehe Text)

Bei der klassischen Standardkreuzung wird ein Xiphophorus maculatus Weibchen
(Platy) mit einem Makromelanophorenmuster in der Riickenflosse (Sd fiir ,,spotted
dorsal“) mit einem Xiphophorus helleri Mannchen (Schwerttrager) ohne Pigmentmuster
(X. helleri) gekreuzt. Die uniformen Nachkommen der F1-Generation sind fruchtbar,
groBBer als die Elternfische und zeigen einen vergroBerten Pigmentfleck in der
Riickenflosse. Wenn man solch ein Weibchen wiederum mit einem X. helleri Ménnchen

zuriickkreuzt, erhdlt man in einer Mendelschen Verteilung 50% Nachkommen ohne
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Pigmentflecke mit dem Phanotyp von X. helleri, 25% mit dem Phéanotyp der F1-
Generation (vergroferter Pigmentfleck) und 25% mit einem invasiv wachsenden
malignen Melanom.

Das erbliche Auftreten der Melanome 148t sich durch folgendes genetisches Modell
erkldren (Abb.3). Reinrassige X. maculatus besitzen zwei Allele eines Tumorgens (Tu)
und zwei Allele eines Repressorgens (R) (Ahuja und Anders, 1976). Der
pigmentfleckenlose X. helleri hingegen besitzt diese Gene nicht. Die Hybriden der F1-
Generation erhalten nur ein Tu-Gen und ein R-Gen des Mutterfisches und dies fiihrt zu
einer benignen Vermehrung der Makromelanophoren in der Riickenflosse. Es wird
deshalb auch als ,,benignes Melanom* bezeichnet. Bei erneuter Riickkreuzung mit X.
helleri kommt es in einer Mendelschen Verteilung zu 25% Fischen mit dem Genotyp
von X. helleri, 25% mit nur einem R-Gen, 25% mit dem Genotyp der F1-Generation
und 25% mit nur einem Tu-Gen ohne Repressor. Die daraus resultierende unregulierte
Expression des Tumorgens induziert die Auspragung des malignen Melanoms (Anders,
1991).

Das melanom-induzierende Tumorgen kodiert flir die onkogene Rezeptortyrosinkinase
Xmrk (,,Xiphophorus Melanom Rezeptor Kinase®; Wittbrodt et al, 1989). Xmrk hat ein
Molekulargewicht von 160kDa und wurde wegen hoher Ahnlichkeit zum humanen
EGF-Rezeptor dieser RTK-Familie zugeordnet. Im Fisch gibt es 2 Kopien eines EGF-
Rezeptors, EGFRa und b, wobei letztere das Xmrk Protoonkogen darstellt (Gomez et al,
in Vorbereitung).

Die onkogene Version (ONC) von Xmrk ist eine durch Genduplikation entstandene
zweite Kopie einer proto-onkogenen Form (INV). INV-Xmrk wird in allen bisher
untersuchten Xiphophorusarten und anderen Fischen in fast allen Geweben exprimiert
(Adam und Schartl, 1992; Schartl, 1995). INV scheint neben einer Rolle bei induktiven
Prozessen in der Embryonalentwicklung einen EinfluB auf Proliferation und
Differenzierung neuroepithelialer Gewebe zu haben (Winkler et al, 1994). Die
Expression von dominant negativen Xmrk-Mutanten in Fischembryonen fiihrte zu einer
dramatischen Beeinflussung der Organogenese, insbesondere zu Fehldifferenzierung
des Neuralrohrs und Gehirns, Organen, in denen das Proto-Onkogen exprimiert ist.
ONC-Xmrk wird nur im Melanom iiberexprimiert und die Stirke der Expression ist
direkt proportional zum Malignititsgrad des Melanoms (Maueler et al, 1988, Wittbrodt
et al, 1989). Neben der Uberexpression sind allerdings noch aktivierende Mutationen in
ONC-Xmrk (Dimitrijevic et al, 1998), die zu einer konstitutiven Aktivierung des
Rezeptors fiihren, notwendig fiir die Tumorinduktion. Von 12 Aminosdureaustauschen

zwischen INV und ONC scheinen fiir die konstitutive Aktivierung zwei wichtig zu sein,
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die die Aminosduresequenz im extrazelluldren Anteil von Xmrk verandern (Gomez et
al, 2001). Dabei spielen die Verdnderungen von intramolekularen Disulfidbriicken zu
intermolekularen Disulfidbriicken zwischen zwei Xmrk-Proteinen eine wichtige Rolle.
Dies fiihrt zur kovalenten Dimerbildung und somit zur konstitutiven Aktivierung von
Xmrk (Gomez et al, 2001). Somit stellt Xmrk eine RTK dar, die iiber die zwei
,klassischen* Mechanismen, nimlich Uberexpression und aktivierende Mutationen zur
onkogenen Version eines physiologischen Rezeptors wurde.

Expressionsstudien in transgenen Medaka-Fischen (Oryzias latipes) zeigten, daf} allein
die starke Expression von ONC-Xmrk ausreichend fiir die Tumorbildung ist. INV-Xmrk
hingegen fiihrt nicht zu einer Tumorinduktion (Winkler et al, 1994). Dabei konnte
ONC-Xmrk offensichtlich nur zur neoplastischen Transformation von solchen Zellen
filhren, die iiber entsprechende Komponenten der Xmrk induzierten intrazelluldren
Signalweiterleitung verfiigen, da nur in bestimmten Geweben wie Hirn, Epithelien,

Auge und Pigmentzellen Tumoren ausgeldst werden konnten (Winkler et al, 1994).

1.3.2. Signaltransduktion von Xmrk

Der ProzeB, durch den Zellen lokale Signale extrazelluldrer Stimuli amplifizieren und
ins Innere der Zellen weiterleiten, wird als Signaltransduktion bezeichnet.

Bei RTKs sorgt die Bindung des Liganden fiir eine Dimerisierung des Rezeptors
(Heldin 1995, 1996). Dadurch wird die Tyrosinkinase aktiviert, die dann jeweils
intrazelluldre Tyrosinseitenketten des Dimer-Partners transphosphoryliert (Auto-
phosphorylierung). Auf diese Weise phosphorylierte Tyrosine dienen als hochaffine
Bindungsstellen fiir eine Reihe intrazelluldrer Signalproteine (Favoni und de Cupis,
2000). Dabei binden verschiedene RTKs unterschiedliche Kombinationen von
Proteinen, so dall unterschiedliche Antworten ausgelost werden. Zusitzlich ist die
Induktion bestimmter Signalwege und Zellantworten auch durch den zelluldren Kontext
determiniert, d.h. eine RTK kann in verschiedenen Zellen durch Rekrutieren
verschiedener Signalproteine verschiedene Wirkungen haben. Wachstumsfaktoren
konnen in einem Zelltyp sogar konzentrationsabhéngig qualitativ unterschiedliche
Ergebnisse erzielen (Cross und Dexter, 1991).

Innerhalb der Signaltransduktionskaskade ist jeder Schritt solch einer komplexen Serie
von enzymatischen Reaktionen ein potentieller Regulationspunkt und die verschiedenen
Signaltransduktionskaskaden greifen an solchen Punkten ineinander. So entsteht ein
sehr komplexes Bild der Mechanismen, die Proliferation, Differenzierung, Migration

und Apoptoseverhalten der Zellen steuern. Die RTKs haben dadurch einen ausgepragten
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EinfluB auf das kontrollierte Zellwachstum, was das onkogene Potential dieser

Rezeptoren erklért.

Der onkogene Xmrk-Rezeptor zeigt eine konstitutive Aktivitdt, die zur dauerhaften
Tyrosinphosphorylierung seiner Substrate fithrt (Wittbrodt et al, 1992; Malitschek et al,
1994). Bis heute konnte eine Reihe von Substraten identifiziert werden, die durch Xmrk
rekrutiert werden. Dazu zéhlen die Phospholipase Cy (PLCy), die Adapterproteine Shc
und Grb2, die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), die Fyn-Kinase aus der Familie der
Src-Kinasen und der Transkriptionsfaktor STATS (Wellbrock et al, 2002). Alle diese
Substrate zeichnen sich durch den Besitz sogenannter src homologer Doménen (SH2-
Doménen) aus, anhand derer sie die Phosphotyrosine von Xmrk erkennen und binden
konnen. SH2-Dominen definieren Doménen, die spezifisch mit Phosphotyrosin-Resten
interagieren und eine Homologie zu der entsprechenden Doméne im Protein pp60~™*
aufweisen (Sadowski et al, 1986; Pawson, 1995). Nach Bindung an den Rezeptor
werden die SH2-Doménen Proteine selbst an Tyrosinresten phosphoryliert und dadurch
aktiviert. Sie sorgen dann durch Interaktionen mit weiteren Proteinen fiir die Induktion

verschiedener Signalwege, auf die im folgenden genauer eingegangen werden soll.

Phospholipase Cy

Fiir Xmrk wurde gezeigt, dal die Aktivierung des Rezeptors in Xiphophorus-Melanom-
Zellen zu einer Rekrutierung der Phospholipase-Cy (PLCy) fiihrt (Wellbrock et al,
1995). Aus Studien an anderen RTKs, wie dem EGF-Rezeptor, weill man, da3 diese
Aktivierung zur Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PlssP») zu zwei
wichtigen Second-Messenger-Molekiilen, ndmlich 1,2-Diacylglycerin (DAG) und
Inosit-1,4,5-triphosphat (PI, 4 sP3) fiihrt. PI; 45P3 wird ins Cytosol freigesetzt und bindet
an Calciumkandle im endoplasmatischen Retikulum (Petch et al, 1990). Das so
freigesetzte Calcium kann neben Verdnderungen im Zytoskelett eine Bindung der
Proteinkinase C (PKC) an die Plasmamembran bewirken, wo sie durch das in der
Membran verbliecbene DAG aktiviert wird. Die PKC kann verschiedene
Transkriptionsfaktoren wie z.B. NFkB und Enzyme des Stoffwechsels, aber auch die
Raf-Kinase und sogar den Rezeptor selbst phosphorylieren. Diese fiir den EGF-R
beschriebene Phosphorylierung durch die PKC sorgt fiir eine Herabsetzung der
Rezeptorsensibilitdt, indem die Affinitdt des Rezeptors fiir den Liganden abnimmt (Lin
et al, 1986).
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MAP-Kinase-Weg

Die Bindung von Shc und Grb2 an Xmrk sorgt fiir die Induktion des MAP-Kinase-
Weges (Wellbrock und Schartl, 1999). Dies stellt, wie in den meisten Zellen, auch in
den Fischmelanomzellen und in einer stabil Xmrk exprimierenden murinen pro-B
Zellinie (Ba/F3) ein Proliferationssignal dar. Das Adapterprotein Grb2 (fiir "Growth

factor receptor binding protein 2") bindet dabei mit seiner SH2-Domine entweder direkt

an den aktivierten Rezeptor oder aber iiber ein weiteres Adapterprotein Shc. She-
Proteine (p52, p46 und p66) besitzen SH2- und Phosphotyrosinbinde(PTB)-Doménen,
mit denen sie an Phosphotyrosine des Rezeptors binden (Migliaccio et al, 1997; van de
Geer and Pawson, 1995). Dieser phosphoryliert Shc (Nowak et al, 1997), was dann die
Bindungsstelle fiir Grb2 darstellt. Grb2 wiederum bindet mit seinen beiden SH3-
Dominen das GEF(Guaninnucleotide Exchange Factor)-Protein Sos (fiir "son of
sevenless", ein Drosophila-Homolog) und lokalisiert es so an die Plasmamembran, wo
es die GTPase Ras aktiviert. Diese Hydrolyseaktivitit in Ras kann durch ras-GTPase-
aktivierendes Protein, das ebenfalls von vielen RTKn rekrutiert und inhibiert wird,
gesteigert werden (Borowski et al, 1996). Aktiviertes Ras bindet und aktiviert
Mitglieder aus der Familie der Raf-Serin/Threoninkinasen und setzt so eine
Serin/Threoninkinasekaskade in Gang. In deren Verlauf wird zunichst MEK an
Serin/Threonin phosphoryliert (Zwick et al, 1999), die dann die MAP(mitogenaktivierte
Protein)-Kinase ERK ("extrazelluldr regulierte Kinase") an einem Threonin- und einem
Tyrosinrest phosphoryliert. ("MEK" steht fiir MAP-ERK-Kinase.). Dariiberhinaus
phosphoryliert MEK aber auch Sos, wodurch dessen Interaktion mit Proteinen gehemmt
und so der MAPK-Weg wieder abgeschaltet wird (Buday, 1999).

Der MAP-Kinase-Weg ist evolutiondr hochkonserviert, so dafl die meisten, wenn nicht
sogar alle eukaryontischen Zellen inklusive der Pflanzen iiber eine Proteinkinase-
kaskade verfiigen, die mit der Aktivierung einer MAP-Kinase endet (Johnson and
Vaillancourt, 1994). Bis heute sind mindestens sieben verschiedene MEKs und MAP-
Kinasen (MAPK) allein in Sdaugern gefunden worden (Dhanasekaran und Reddy, 1998),
wobei bei dem oben beschriebenen Weg MEK1 und 2 und durch diese ERK1 und 2
aktiviert werden. Ist die MAPK aktiviert, leitet sie das Signal weiter, indem sie in der
Zelle verschiedenartige Proteine wie andere Proteinkinasen wie z.B. RSK und
Transkriptionsfaktoren wie z.B. Elk-1, Jun und Fos, Myc, TCF aber auch STAT-
Proteine (sieche unten) Serin/Threonin-phosphoryliert, was dann zur Expression
verschiedener Gene fiihrt, die mit der Steuerung von Zellwachstum, Differenzierung
und Apoptose assoziiert sind (Favoni und de Cupis, 2000).

Neben der Aktivierung des MAPK-Weges wird der Serin/Threoninkinase Raf noch eine

antiapoptotische Funktion durch Interaktion mit Proteinen der Bcl-2 Familie
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zugeschrieben. So findet sich eine Bindung an Bcl-2 (Wang et al, 1996b) und auflerdem
kann Raf Bad (unabhingig vom PI3K-Weg, siche unten) phosphorylieren, wodurch
dieses an 14-3-3 Proteine gebunden wird und somit nicht mehr mit dem
antiapoptotischen Protein Bcl-X; dimerisieren kann. Dieses ist dann frei, um seine
antiapoptotische Wirkung zu entfalten.

Grb2-Rekrutierung fiihrt aber nicht nur zu einer MAPK-Aktivierung. Es wurde noch
eine Reihe von Proteinen gefunden, die neben Sos an die SH3-Domine von Grb2
binden konnen. Dies sind u.a. Dockingproteine wie Cbl, GEF-Proteine wie C3G,
Phosphotyrosinphosphatasen wie SHP-2, aber auch die Serin/Threoninkinase MEKK 1
(Buday, 1999). Zu welchen Signalwegen das fiihrt, ist noch weitestgehend unbekannt.

PI-3-Kinase-Weg

Die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) ist ein Dimer bestehend aus einer regulatorischen

85kDa Komponente und einer katalytischen 110kDa Untereinheit. Die regulatorische
Untereinheit besitzt zwei SH2-Domédnen und bindet iiber diese an spezifische
Phosphotyrosine des Xmrk-Rezeptors, wodurch sie aktiviert wird (Wellbrock et al,
1999). Auf diese Weise gelangt die katalytische Untereinheit in unmittelbare
Nachbarschaft zu ihren membrangebundenen Substratmolekiilen, den Phospho-
inositiden, die durch Phosphorylierung der Phosphoinosite Phosphatidylinositol-4-
phosphat (PI4P) und Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PI4sP,) zu Phosphatidyl-
inositol-3,4-bi-phosphat (Pls4P») bzw. Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PI; 4 5P3)
werden. Diese fiihren iiber eine Bindung an die "pleckstrin homology" (PH) Doméine
zur Membranbindung der Serin/Threoninkinase Proteinkinase B (PKB) oder auch Akt
(Burgering und Coffer, 1995; Cross et al, 1995; Franke et al, 1995), wo diese durch die
Proteinkinase B-Kinase (oder auch USK) oder andere unbekannte Kinasen aktiviert
wird (Alessi et al, 1997; Stokoe et al, 1997). Diese Akt-Phosphorylierung konnte auch
fiir den Xmrk-Rezeptor nachgewiesen werden (Wellbrock et al, 1999).

Akt kann Bad, ein Protein aus der Bcl-2 Familie, phosphorylieren, wodurch dessen
proapoptotische Funktion inhibiert wird (Zha et al, 1996; Dudeck et al, 1997; Franke et
al, 1997). Aktivierte Akt kann aber auch in einer Phosphorylierung und damit
Inaktivierung der Glykogensynthasekinase-3 (GSK-3) resultieren (Sutherland et al,
1993), die den Transkriptionsfaktor p-Catenin und den Tumorsuppressor APC
(gefunden bei der Adenomatosis polyposis coli) durch Phosphorylierung und

Assoziation inhibieren kann (Morin et al, 1997).
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Interaktion mit Mitgliedern der Src-Familie

pp60“™° (Src) ist der Prototyp der Src-Kinasen, welche zytoplasmatische, membran-
assoziierte Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen sind. Sie besitzen eine SH2-, eine SH3- und
eine Kinasedoméne ("SH1"). In die Src-Familie gehoren neben Src unter anderem auch
Fyn, Fgr, Lyn und Yes. Die Interaktion mit RTKs geschieht wiederum iiber die SH2-
Doméne. Src scheint einen Einflu3 auf das Zytoskelett zu haben, da Src mit Molekiilen
des Zytoskeletts wie z.B. Cortaktin oder der Nichtrezeptor-Tyrosinkinase Fak
interagiert (Belsches et al, 1997; Hunter, 1997).

Xmrk induziert eine starke Fyn-Kinase-Aktivierung, die in ihrer Stirke mit dem
Malignititsgrad der Melanome korreliert ist. Somit scheint Fyn eine entscheidende
Rolle in der Xmrk spezifischen Signaltransduktion zu spielen (Wellbrock et al, 1995;
Wellbrock und Schartl, 2000). Fyn wird nach der Bindung an Xmrk von diesem durch
Tyrosinphosphorylierung aktiviert und interagiert mit der PI3K, die so durch Fyn
aktiviert wird (Wellbrock und Schartl, 2000). Dariiberhinaus induziert Fyn eine
Herabregulation der Expression der MAPK-Phosphatase MKP-1 und sorgt so fiir eine
hohe MAPK-Aktivitit, die in Melanozyten fiir eine Suppression der Differenzierung
verantwortlich gemacht werden konnte (Wellbrock et al, 2002b).

Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie

Die Mitglieder der STAT-Proteine ("signal transducers and activators of transcription")
sind latente zytoplasmatische Transkriptionsfaktoren. Bisher wurden sieben Mitglieder
identifiziert, ndmlich STAT1-6 (einschlieBlich 5a und b). Die STATs binden mit ihrer
SH2-Doméne an die aktivierte RTK und werden von dieser an einem Tyrosinrest am C-
terminalen Ende phosphoryliert, der in allen STAT-Familie-Mitgliedern hoch-
konserviert ist. Dies induziert die Dimerisierung zweier STAT-Molekiile, die dann in
den Kern translozieren und dort an DNA binden, die die jeweilige STAT-
Bindungssequenz enthidlt (Bromberg und Darnell, 2000). Fiir die volle Aktivitit der
STAT-Transkriptionsfaktoren wird auflerdem eine Serin-Phosphorylierung durch
aktivierte MAPK (siehe oben) als notwendig diskutiert. Neben der Phosphorylierung
und damit Aktivierung durch die RTK selbst konnen auch mehrere Nicht-RTKs wie
z.B. Src und Abl zu einer STAT-Phosphorylierung fiihren.

Als Transkriptionsfaktoren induzieren die STAT-Proteine die Transkription
verschiedener Gene, die in Wachstum, Differenzierung und Apoptoseregulation
involviert sind (Favoni und de Cupis, 2000). STATI und 3 bilden Homo- und
Heterodimere und binden an die gleiche Promotorsequenz, das sogenannte Serum-
induzierbare Element (SIE). Dadurch kommt es zur Expression verschiedener Gene wie
z.B. c-fos und pim-1 (STAT3). STATS hingegen bindet an eine andere Promotor-
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sequenz und fiihrt so zur Expression von z.B. cis, pim-1, bcl-X und anderen. Je nach
Zelltyp entwickeln die STAT-Proteine unterschiedliche Wirkungen. STATI1 scheint
eine wichtige Rolle im Wachstumsstop zu spielen, wiahrend STAT3 und 5 in
Zellproliferation und Antiapoptose involviert und in vielen Tumoren durch permanente
Phosphorylierung konstitutiv aktiv sind (Bromberg und Darnell, 2000).

Fiir Xmrk konnte gezeigt werden, da3 diese RTK in Fischmelanomzellen STATS, nicht
aber STATI und 3 aktiviert. Dies fiihrt zur Induktion der STATS5-Zielgene cis, pim-1
und osm (Wellbrock et al, 1998b; Baudler et al, 1999). STATS zeigt auerdem eine
hohere Aktivitdt in malignen Xiphophorus-Melanomen als in benignen, was zeigt, daf3

STATS5-Aktivierung mit der Malignitdt der Tumoren korreliert.

Neben diesen fliir Xmrk nachgewiesenen Signalwegen, sind noch eine Reihe von
weiteren Proteinen und Wegen fiir andere RTKs (z.B. den EGF-R) wichtig, die bisher
fiir Xmrk noch nicht untersucht wurden. Dazu gehort z.B. neben der Aktivierung von (-
Catenin auch eine Rekrutierung von weiteren Adapterproteinen wie Nck, Crk und Cbl
und der Phosphotyrosinphosphatase SHP-2, die mit einer Vielzahl von Proteinen wie
der PI3K, Grb2, der Abl-Kinase und untereinander interagieren, deren Funktion aber
noch weitestgehend unbekannt ist (Buday, 1999). Ein Modell iiber die fiir den EGF-R in
verschiedenen Zellen moglichen Signalwege (a) und die fiir Xmrk bisher identifizierten
Signalwege (b) gibt Abb.4. Dabei sind die Signalwege fir Xmrk (in b) wegen
ausfiihrlicher Darstellung fiir den EGF-R (in a) vereinfacht dargestellt.
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Xmrk

STATS-Zielgene
cis, pim-1 und osm

Abb.4: Ubersicht iiber die bisher identifizierten Signalproteine und -wege des EGF-Rezeptors (a; alle
moglichen Wege aus verschiedenen Zellsystemen) und des Xmrk-Rezeptors (b; PSM und Ba/F3-Zellen)

1.4. Zielsetzung

Nachdem Xmrk als Ausldser fiir die Melanomentwicklung in Xiphophorus identifiziert
wurde (Wittbrodt et al, 1989), konzentrierte sich das Interesse auf die durch den
Rezeptor induzierte Signaltransduktion. Expressionsexperimente in Medaka-Fischen, in
denen Xmrk nur in bestimmten Geweben wie Gehirn, Epithelien, Auge und
Pigmentzellen zu Tumoren fiihrte (Winkler et al, 1994), zeigten, dal spezifische
Signalproteine fiir die onkogene Wirkung von Xmrk notwendig sind.

Eine Reihe verschiedener SH2-Doméne tragender Signalproteine wie Grb2, Shc, PLC-y,
PI3K, Fyn und STATS wurden schon als Substrate des Xmrk-Rezeptors identifiziert.
Sie werden vom Rezeptor rekrutiert und durch Phosphorylierung aktiviert. Mit Hilfe
von Proliferationstudien wurde auferdem untersucht, ob Xmrk die Zellproliferation
anregt, welches in verschiedenen Zellinien (wie NIH 3T3-, melan a und Ba/F3-Zellen)

sowie in Fischmelanomzellen (PSM) gezeigt werden konnte (Wellbrock et al, 2002).
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Im Gegensatz zu den meisten Tumorzellen, bei denen mehrere Gene mutieren miissen,
um einen malignen Phénotyp auszuprdgen, reicht beim Xiphophorusmelanom ein
einziges mutiertes Gen aus. Zu Beginn dieser Arbeit stellte sich deshalb die Frage, ob
ein Onkogen-Produkt allein, ndmlich der Xmrk-Rezeptor neben mitogenen Signalen
auch antiapoptotisch wirken kann und - wenn ja - welche Signalwege dafiir wichtig
sind.

Untersucht werden sollte dies zundchst in der murinen pro-B-Zellinie Ba/F3, welche ein
sensitives System fiir die Untersuchung von Proliferation und Apoptose darstellt.
Ba/F3-Zellen proliferieren unter IL-3 Stimulation und werden apoptotisch, wenn IL-3
entzogen wird, brauchen dieses Signal folglich auch zum Langzeitiiberleben. In Ba/F3
Zellen, die keine Rezeptortyrosinkinasen der EGF-Rezeptorfamilie exprimieren (Riese
et al, 1995), wurde die Rezeptorchimdre HER-mrk exprimiert (Wittbrodt et al, 1992),
deren extrazelluldrer Teil vom humanen EGF-R und deren intrazelluldrer Teil von
Xmrk stammt. Diese Rezeptorchimére kann nun mit EGF stimuliert werden, um so mrk-
spezifische Signalwege - im Gegensatz zum konstitutiv aktiven Xmrk-Rezeptor - in
induzierbarer Form zu untersuchen.

Als Vergleich diente neben den wildtypischen Ba/F3-Zellen eine Ba/F3-Zellinie, die
den humanen EGF-R exprimiert, da bekannt ist, da3 der EGF-R in diesem Zellsystem
kein Langzeitiiberleben sichern kann (Collins et al, 1988; Shibuya et al, 1992).

Nach Charakterisierung der verschiedenen Zellinien in Bezug auf Rezeptordichte,
Proliferationsverhalten und Langzeitiiberleben sollten weitere Untersuchungen
Aufschlufl liber die benutzten antiapoptotischen Signalwege geben. Von humanen
Melanomen ist bekannt, daB sie meist eine Uberexpression von Bel-2 und/oder Bel-X¢
zeigen (Leiter et al, 2000), zwei Proteinen aus der Bcl-2 Familie mit antiapoptotischem
Effekt. Deshalb lag der Schwerpunkt der Untersuchungen in der Regulation dieser
Proteine durch die mrk-Kinase.

Die im heterologen Zellsystem Ba/F3 ermittelten Daten sollten im Anschluf3 auf ihre

Bedeutung in Melanozyten und Melanomzellen verifiziert werden.
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2. Material
2.1. Zellinien

Ba/F3 Zellen:

wt: Die wildtypischen Ba/F3 Zellen sind murine pro-B-Zellen, die endogen den IL3-
Rezeptor exprimieren; (Palacios und Steinmetz, 1985)

BaF HER: Ba/F3 Zellen, stabil transfiziert mit dem Expressionskonstrukt
pECE/EGFR, Hygromycin resistent

BaF Hm: Ba/F3 Zellen, stabil transfiziert mit dem Expressionskonstrukt Prk5 HER-

mrk, Hygromycin resistent

melan-a Zellen:

wt: immortalisierte, nicht Tumor-produzierende Linie von pigmentierten Melanozyten,
etabliert von epidermalen Melanoblasten von Embryonen der Maus (C57BL non agonti
black mice); (Bennett et al, 1987)

melan-a EGF IX/3: melan-a Zellen, stabil transfiziert mit dem Expressionskonstrukt
Cvn HER-mrk, G418 resistent

PSM Zellen:

PSM Zellen stammen von einem amelanotischen Anteil eines spontanen malignen
Melanoms von Xiphophorus Hybriden ("Platy-Swordtail-Melanoma"; Wakamatsu et
al., 1981). Sie iliberexprimieren den onkogenen Xmrk-Rezeptor (Wittbrodt et al., 1989).

A2:
Bei dieser Fischzellinie handelt es sich um spontan immortalisierte, epitheliale Zellen

aus Embryonen von Xiphophorus xiphidium (Kuhn et al., 1979).

humane Melanomzellinien:

Alle hier verwendeten humanen Melanomzellinien entstammen urspriinglich aus
malignen Melanomen der Haut.

Bro: Diese Zellinie wurde aus der Biopsie eines hochaggressiven, amelanotischen,
undifferenzierten Primartumors etabliert; Lockshin et al (1985)

D10: etabliert von G. Degiovanni, Liege, Belgien, keine Erstbeschreibung in der

Literatur

-2



Material

A375: ATCC#CRL-1619; von einer 54-jdhrigen Patientin, etabliert von soliden,
amelanotischen Tumoren durch D.J. Giard et al. (1973)

SK-Mel28: ATCC#HTB-72; etabliert aus einer Biopsie eines amelanotischen malignem
Melanom von einem 51-jahrigen Patienten durch T. Takahashi; Carey et al (1976)

A431:
ATCC#CRL-1711; humane, epidermoide Karzinomzellinie, hohe EGFR Expression

NIH 3T3:
ATCC#CCL-92; embryonale Fibroblasten; etabliert durch G. Todaro und H. Green

(1962) aus "Swiss albino" Mausembryonen

2.2. Bakterienstamme

Zur Vermehrung der Vektoren wurde ausschlieBlich folgender E.coli-Stamm

verwendet:

E.coli XL1-Blue recAl, endAl, gyrAl, thi-1, hsdR17, (r, my), SUPE44, relAl, A
(lac), [F', proAB, laxI‘ZAM15, Tn10(tet")]

2.3. Plasmid-Konstrukte

pBecl-Xy: Dieses etwa 5kb grofle Plasmid enthilt ein 900bp langes EcoRI-Xbal Insert,
das die kodierende Sequenz fiir Bcl-X enthélt. Es entstand durch Klonieren der bcl-X
Sequenz in den Vektor pcDNA'/Amp.

Dieser Vektor wurde konstruiert von R.Brown und ist ein Geschenk von Fabrice
Gouilleux, Institut Cochin de Genetique Moleculaire, Paris.

pim-1: 0,57kb-Fragment vom 3'-Ende der kodierenden Sequenz von humanem pim-1,

isoliert vom EST Klon IMAGp998J11687 (Resource Centre, MPI Berlin); als Fragment
von A.Gomez und E.Geissinger erhalten.
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2.4. Oligonukleotide (Primer)

2.4.1. Primer fiir die Dynabeads-Extraktion

Stat5 B-Casein-GAS-site (,,gamma activating site*)
5'-GATC AGA TTT CTA GGA ATT CAA TCC-3' 25mer
5'-GATC GGA TTG AAT TCC TAG AAA TCT-3' 25mer
Frank et al (1995)

Stat1/3  hSIE ("high affinity Serum inducible element")
5'-GATC CAT TTC CCG TAA ATC GTCG-3' 23mer
5'-GATC CGA CGA TTT ACG GGA AATG-3' 23mer
Zhong et al (1994)

Die unterstrichene Sequenz stellt die eigentliche Bindungssequenz dar, "GATC" sorgt
fiir passende Schnittstellen fiir die Ligasereaktion, um lange Oligoketten zu erzeugen.

2.4.2. Primer fiir die PCR

Bcl-2 Primerl: 5'-GTG GTG GAG GAG CTC TTC A-3' 19mer
Primer2: 5'-CTT CAC TTG TGG CCC AGA TA-3' 20mer
Das so erzeugte PCR-Produkt hat eine GroB3e von 327bp.

Bel-X, Primerl: 5'-AAA TGT CTC AGA GCA ACC GGG-3' 21mer
Primer2: 5'-TCA CTT CCG ATC GAA GAG TG-3' 20mer
Das so erzeugte PCR-Produkt hat eine GroB3e von 727bp.
Nosaka et al (1999)

GAPDH Primerl: 5'-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT -3'  24mer
Primer2: 5'-AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC-3'  24mer
Das so erzeugte PCR-Produkt hat eine Grof3e von 306bp.
Wong et al (1994)
Neben dem Einsatz als Kontrolle in der RT-PCR diente das amplifizierte
Fragment nach Extraktion aus dem Gel und radioaktiver Markierung mit der
OLB-Reaktion auch als Sonde fiir die Northern-Blots.

2.5. Medien und Pufferlosungen

Alle Medien und Pufferlosungen wurden mit entionisiertem Wasser hergestellt und
wenn notig durch Autoklavieren oder Filtration sterilisiert.

Die fiir die Zellkultur verwendeten Medien wurden von Gibco BRL als Trockenmedium
bezogen, nach den Angaben des Herstellers in destilliertem Wasser gelost und nach pH-
Einstellung (pH 7,4) steril filtriert.
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Alle nicht gesondert aufgefiihrten Losungen wurden nach Sambrook et al (1989)
hergestellt.

RNase A: RNase A in einer Konzentration von 10mg/ml wird zur DNase-
Inaktivierung in 10mM Tris/HCI pH 7,5 und 15mM NaCl 15min auf 95°C
erhitzt. Nach langsamem Abkiihlen auf Raumtemperatur wird die RNase-
Losung aliquotiert und bei —20°C gelagert.

2.6. Chemikalien und Radiochemikalien

Alle nicht gesondert aufgefithrten Chemikalien zum Ansetzen von Puffern und
Reaktionslosungen wurden von Roth GmbH (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma
GmbH (Deisenhofen) bezogen.

Rontgenfilme X-ray Retina; Fotochemische Werke Berlin GmbH

Stimulantien:

TPA und Choleratoxin Calbiochem

(Melanozytenkultur)

IL-3 Uberstand von X63Ag8-653 BVP m-IL-3 exprimierenden
Zellen (Karasuyama and Melchers, 1988)

Inhibitoren:

Rapamycin Calbiochem

Wortmannin Calbiochem

Radiochemikalien:

[methyl-H*]-Thymidin Amersham, Braunschweig, 1mCi (1mCi/ml)

o*2-dCTP Hartmann Analytic, Braunschweig, (3000 Ci/mmol)

2.7. Antikorper

mAb 108.1 monoklonaler Antikdrper von der Maus, der gegen ein nicht-

denaturiertes Epitop der extrazelluliren Domine des humanen
EGF-Rezeptors gerichtet ist

Anwendung im Zell-ELISA

(Lax et al., 1989; von Prof. A. Ullrich, Miinchen)
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anti-ptyr (5E.2)

Material

monoklonaler Antikdrper von der Maus gegen Phosphotyrosin
Verdiinnung: 1:5000 im Western Blot
(Fendly et al., 1990; von Prof. A.Ullrich, Miinchen)

Alle folgenden Antikdrper wurden im Western Blot in einer Verdiinnung von 1:1000

verwendet.

anti-PEP mrk

anti-Stat5b (C-17)

anti-Statl (E-23)

anti-Stat3 (C-20)

anti-Bcl-X|,

anti-Mcl-1

anti-MAPK-12D4

polyklonales Kaninchenserum, das gegen ein Peptid aus der
intrazellulairen Doméne von Xmrk gerichtet ist

Dieses Peptid unterscheidet sich nur in einer Aminosdure vom
korrespondierenden Peptid des humanen EGF-Rezeptors und
deshalb zeigt dieser Antikdrper eine Kreuzreaktion mit dem EGF-R

polyklonales Kaninchenserum, das gegen den Carboxyterminus
von Stat5b der Maus gerichtet ist

Spezifitdt: Stat5a und b von Maus, Ratte und Mensch, keine
Kreuzreaktion zu Statl, 2, 3, 4 oder 6

(Santa Cruz)

polyklonales Kaninchenserum, das gegen den Carboxyterminus
von humanem Stat1f3 p84 und Statla p91 gerichtet ist

Spezifitit: Statl von Mensch, Maus und Ratte, keine Kreuzreaktion
zu Stat2 bis 6

(Santa Cruz)

polyklonales Kaninchenserum, das gegen den Carboxyterminus
von Stat3 p92 der Maus gerichtet ist

Spezifitit: Stat3 der Maus, Mensch und Ratte; keine Kreuzreaktion
zu den anderen Stat-Proteinen

(Santa Cruz)

polyklonales Kaninchenserum, das gegen humanes Bcl-X
gerichtet ist

Spezifitit: Mensch, Hund, Ratte, Maus und Huhn

(Transduction Laboratories)

monoklonaler Antikdrper von der Maus, der gegen humanes Mcl-1
gerichtet ist

Spezifitat: Mensch, Hund, Ratte, Maus und Huhn

(Transduction Laboratories)

monoklonaler Antikérper von der Maus, der gegen phosphorylierte
und somit aktivierte MAPK (mitogen activated protein kinase)
gerichtet ist

Spezifitit: Mensch, Maus und Ratte

(nanoTools)
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anti-Pim-1 (N-16) polyklonales Serum von der Ziege, das gegen den Aminoterminus
von humanem Pim-1 gerichtet ist
Spezifitit: Maus, Ratte und Mensch
(Santa Cruz)

anti-ERK?2 (C-14) polyklonales Kaninchenserum, das gegen den Carboxyterminus
von ERK-2 der Ratte gerichtet ist
Spezifitit: ERK-2 p42 und schwicher ERK1 p44 von Maus, Ratte,
Mensch, Huhn und Frosch (Santa Cruz)

Peroxidase(HRP)-gekoppelte Zweitantikorper:

anti-Kaninchen  polyklonales Ziegenserum, das gegen die schwere und leichte Kette
von Kaninchen IgGs gerichtet ist
Verdiinnung: 1:10000-20000
(Biorad)

anti-Maus polyklonales Ziegenserum, das gegen die schwere und leichte Kette
von Maus IgGs gerichtet ist
Verdiinnung: 1:3000-10000
(Biorad)

anti-Ziege polyklonales Eselserum, das gegen die schwere und leichte Kette
von Ziegen IgGs gerichtet ist

Verdiinnung: 1:1000-1:5000
(Santa Cruz)

2.8. Marker

2.8.1. Proteinmarker

» Prestained Protein Marker, 27-180 kDa (SDS 7b; Sigma)

» Prestained Protein Marker, 6-175kDa (New England Biolabs)
2.8.2. DNA-Marker

Als Marker zum Vergleich der GroBe von DNA-Fragmenten wurde der Vektor pBICat6
mit der Endonuklease Mspl geschnitten und mit DNA-Ladepuffer versetzt.

2.8.3. RNA-Marker

= RNA-Leiter mit Fragmenten zwischen 0,24 und 9,5 kb (Gibco BRL)
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2.9. Gerite

Blotkammer
Fliissigszintillationszadhler
Gelkammer
Luminometer
PCR-Maschine
Rontgenfilmentwickler
Sterilarbeitsbank
Szintillationszidhler
Thermoblock
Thermocenter
Uberkopfroller
UV-"cross linker"
UV-Transilluminatoren

Material

BIORAD-MINI TRANS BLOT

raytest

Biometra, Minigel-Twin G42

Berthold

T3 Thermocycler, Biometra

Compact 35, Protec

BRK (Reutlingen) und Klein (Wiirzburg)
Kontron MR300

Thermomixer, Eppendorf

Salvis

Heidolph

GS Gene linker, Biorad

HerolabUVT 2020 (254nm) und Bachofer (Reutlingen,
366nm)

UV/VIS-Spektralphotometer Pharmacia LKB Ultrospec III

Waagen

Zellerntner
Zellkulturbrutschrianke
Zentrifugen:

Chyp MP300

Mettler HI0Tw

Skatron

Heraeus

Eppendorf-Centrifuge 5415C

Heraeus Biofuge pico

Heraeus Labofuge T (auch mit Mikrotiterplatten-Rotor)
Heraeus Minifuge RF (auch mit Mikrotiterplatten-Rotor)
Heraeus Megafuge 1.0

Sorvall RC-5B (Rotoren: SS-34, SA-300)
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3. Methoden
3.1. Zellkultur

3.1.1. Kultivierung und Lagerung eukaryontischer Zellen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellinien sind im Abschnitt "Material"
aufgelistet und beschrieben (siche 2.1.). Die verschiedenen Zellinien werden unter

sterilen Bedingungen wie folgt kultiviert:

Ba/F3 Zellen: Die Kultivierung erfolgt in RPMI-Medium unter Zusatz von 1% einer
Penicillin/Streptomycin-Stammldsung (Gibco BRL) (entspricht 10000 U/ml Penicillin
und 10000pg/ml Streptomycin), 5% fetalem Kélberserum (FCS, seromed) und 5% von
steril filtriertem Uberstand von murinen IL-3 exprimierenden X63Ag8-653 BVP Zellen
(Karasuyama, 1988).

melan-a Zellen: Kultiviert werden diese Maus-Melanozyten in DMEM-Medium mit 1%
Penicillin/Streptomycin, 10% FCS (PAA) und je nach Zelltyp:

melan-a wt 200nM TPA, 1,2nM Choleratoxin (Calbiochem)

melan-a EGF 1X/3 humanes EGF (50ng/ml)

NIH 3T3: Diese Zellen werden in DMEM-Medium mit 1% Penicillin/Streptomycin und
10% FCS kultiviert.

humane Melanomzellinien (Bro, D10, SK Mel-28 und A375) und A431: Die
Kultivierung dieser Tumorzellen erfolgt in RPMI-Medium, dem neben 1%
Penicillin/Streptomycin 10% FCS (PAA) zugesetzt werden.

All diese Zellen von Maus und Mensch werden den physiologischen Bedingungen
entsprechend bei 37°C und 5% CO, gehalten.

PSM und A2: Diese Fischzellinien werden in Ham’s F12-Medium (Gibco BRL) unter
Zusatz von 10% FCS (PAA) bei 28°C/5% CO; kultiviert.
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Die Subkultivierung erfolgt bei den als Suspension vorliegenden Ba/F3 Zellen durch
Zugabe von frischem Medium im Verhdltnis 1:1. Damit die Moglichkeit besteht,
wihrend der Versuche stets auf kultivierte Zellen zuriickzugreifen, empfiehlt es sich,
eine Verdiinnungsreihe auf 24-well Schalen anzulegen.

Alle anderen Zellinien wachsen adhdrent und werden bei Erreichen der Konfluenz
subkultiviert, wobei nur die Fischzellen (PSM und A2) durch Abspiilen gelost werden
konnen. Die anderen Zellinien miissen zunichst zwei bis drei Minuten mit
Trypsin/EDTA (10x Trypsin von Gibco 1:10 mit 0,5M EDTA) inkubiert werden und
konnen dann mit 0,5M EDTA Losung abgespiilt werden.

Zur lingerfristigen Lagerung werden ca. 4x10° Zellen aus der logarithmischen
Wachstumsphase in 1ml Einfriermedium (jeweiliges Kulturmedium inklusive Zusitze,
5%FCS zusitzlich, 10%DMSO) durch langsames, kontinuierliches Abkiihlen auf -80°C
tiefgefroren und konnen dann bei -180°C in fliissigem Stickstoff gelagert werden. Zur
erneuten Kultivierung der tiefgefrorenen Zellen werden diese ziigig im 37°C Wasserbad
aufgetaut und zur Verdiinnung des zytotoxischen DMSO in 5ml Medium gewaschen
und dann ausgesdht. Dabei werden die Ba/F3 Zellen in 2ml Medium aufgenommen, um
als Verdiinnungsreihe auf 24-wells ausgesdht zu werden, wihrend die adhérent
wachsenden Zellen in 10ml Medium auf 10cm-Schalen gegeben werden. Zentrifugiert

werden die Zellen stets fiir 7 Minuten bei 1100 Upm (Megafuge 1.0, Heraeus).

3.1.2. Stimulation eukaryontischer Zellen

Ba/F3-Zellen: Die Zellen werden 2x in PBS gewaschen, um das Stimulus enthaltende
Kulturmedium zu entfernen, und dann im jeweiligen Kulturmedium (mit
Penicillin/Streptomycin, ggf. FCS, aber ohne weitere Zusitze) aufgenommen. Dort
hungern sie fiir einige Stunden (je nach Experiment). Dadurch wird versucht, die Zellen
in der Gj-Phase zu arretieren und so vor der Stimulation in der Zellzyklusphase
anzugleichen.

Zur Stimulation wurden die Zellen entweder mit 50ng humanem EGF pro ml Medium
oder mit 5% IL-3 Uberstand versetzt. Fiir die 10-Minuten Stimulation wurden die
Zellen zuerst nach Pelletierung in PBS resuspendiert und dort in einem kleinen
Volumen von 2ml mit 100ng/ml EGF bzw. 5% IL-3 Uberstand stimuliert.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (7min, 1100Upm) geerntet, 1x PBS gewaschen
und dann nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei -80°C gelagert.
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melan-a Zellen und A431: Auch diese Zellen werden fiir die verschiedenen Versuche
zundchst mit 1x PBS gewaschen und dann in DMEM-Medium (plus Pen/Strep und 10%
FCS) gehungert. Die Stimulation erfolgte dann mit TPA/Choleratoxin (200nM/1,2nM)
fir die wildtypischen Melanozyten und mit 50ng/ml EGF fiir die HER-mrk
exprimierenden melan-a EGF IX/3 bzw. die EGF-Rezeptor tragenden A431 Zellen.

Die Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und dann entweder direkt auf der Platte
lysiert (siche 3.3.1.1. Proteine) oder durch trypsinieren und anschlieBende Pelletierung

geerntet und schockgefroren.

3.1.3. Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mittels Neubauer-Zédhlkammer nach Anfarben mit

Trypanblau im Verhiltnis 1:1.

3.1.4. Proliferationsassays
3.1.4.1. Bestimmung der Zellzahl

Ba/F3 Zellen wurden zunéchst 2x PBS gewaschen und dann in einer Konzentration von
3x10° Zellen/ml in RPMI-Medium (mit 1% Pen/ Strep, 5% FCS) ausgesiht und nach
zweistiindigem Hungern mit EGF (50ng/ml) bzw. 5% IL-3 stimuliert. Alle 48 Stunden
wurden die Zellen gezihlt und anschlieBend wieder auf eine Konzentration von 3x10°
Zellen/ml subkultiviert.

3.1.4.2. Bestimmung der DNA-Replikationsrate mittels Inkorporation von [H]-
Thymidin

Ba/F3 Zellen wurden 2x PBS gewaschen und auf 96-wells (6x10* Zellen pro well)
ausgesdht. Nach zweistiindigem Hungern (in RPMI-Medium mit 1% Pen/Strep und
5%FCS) wurden die Zellen mit EGF (50ng/ml) bzw. 5% IL-3 stimuliert und nach 20
Stunden mit 2,5uCi radioaktiver [H’]-Thymidin-Lésung pro ml versetzt (5% [H’]-
Thymidin mit einer Aktivitit von ImC/ml in 50mM Thymidin/PBS-L6sung). Nach
weiteren vier Stunden Inkubation wurden die Zellen mittels Skatron-Zellerntner auf
Glasfaserfilter (Skatron) gesaugt und nach einer Stunde trocknen bei 80°C durch

Fliissigszintillationszdhlung (raytest) vermessen.
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Statistische Untersuchungen wurden mit dem Programm ,instat“ fiir Macintosh
durchgefiihrt.

3.1.5. Rezeptordichtevergleich mit ELISA-Technik

Um die an der Oberfliche der Zellen exprimierten Rezeptorzahlen untereinander zu
vergleichen, wurde ein Zell-ELISA (nach Lischke et al, 1996) verwendet. Mit dieser
Methode konnen Oberfldchenantigene auf ganzen Zellen durch Antikorperdetektion mit
anschlieBender Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen werden.

Zunichst muBl man die zu verwendende weille (undurchsichtige) 96-well
Mikrotiterplatte (Berthold) tiber Nacht bei 4°C mit 3% BSA (in PBS) im Dunkeln
blocken. Die Zellen werden mittels Neubauer-Zahlkammer gezihlt, 1x PBS gewaschen,
in PBS/3% BSA (1x10° Zellen pro 50ul) resuspendiert und in die trockengeschlagene
Mikrotiterplatte ausgesiht (1x10° Zellen pro well). Der Primarantikérper wird in 50pl
PBS/3% BSA dazupipettiert und nach Resuspension fiir 30min bei 4°C mit den Zellen
inkubiert. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 1200 Upm (Heraeus Labofuge T mit
Mikrotiter-Rotor) werden die Zellen 2x mit 100ul PBS gewaschen und dann fiir weitere
30min bei 4°C in 100ul PBS/3% BSA mit HRP(Meerettich-Peroxidase)-gekoppeltem
Sekundérantikdrper inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation und dreimaligem PBS-
Waschen werden die Zellen in 50ul 0,1M Tris (pH 8,5) resuspendiert.

Fiir die Chemilumineszenz-Reaktion werden gemischt (abgedunkeltes Falcon):

10ml Luminol
44ul Cumarsédure
8}11 H202

Die Chemilumineszenz-Reaktion und die quantitative Vermessung der Intensitit erfolgt
maschinell mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Luminometers (Berthold). Hierdurch kann
eine sehr genaue Bestimmung der Chemilumineszenz-Intensitdt erfolgen. Alternativ
kann diese Methode aber auch mit transparenten ELISA-Platten und anschlieBender
Exposition auf einem Rontgenfilm durchgefiihrt werden. Dabei muf} allerdings ein

Raster verwendet werden, das die wells gegeneinander abschirmt.
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3.2. Proteinbiochemische Methoden

3.2.1. Aufschlufl eukaryontischer Zellen zur Gewinnung zellulirer
Proteine

3.2.1.1. Gewinnung zytoplasmatischer- und membrangebundener Proteine

Zur Analyse von zytoplasmatischen- und membrangebundenen Proteinen aus
eukaryontischen Zellen werden die Zellen unter Bildung eines Lysates durch einen
Detergenz enthaltenden Puffer aufgebrochen.

Ba/F3 Zellen: Geerntete und pelletierte Zellen werden frisch oder als gefrorene
Zellpellets auf Eis mit etwa 100pl Lysispuffer pro 1x10° Zellen durch vortexen
resuspendiert und dann 20 min zum kompletten AufschlieBen auf Eis inkubiert.
Unlosliche Bestandteile und Zelltriimmer werden durch 30-miniitige Zentrifugation bei
15000Upm (Tischzentrifuge) bei 4°C vom Lysat getrennt, welches bei -20°C gelagert

werden kann.

Adhérente Zellen: Konfluent gewachsene Zellen werden in der Kulturschale 2x mit PBS
gewaschen und dann sofort auf Eis mit etwa Iml Lysispuffer pro 1x10’ Zellen
tiberschichtet. Nach 5 min wird das Lysat in ein Eppendorfgefal3 tiberfiihrt und zum
vollstindigen Aufschlufl weitere 10 min auf Eis inkubiert. Kontrolliert werden kann die
Lyse mit dem Mikroskop, da auf der Zellkulturschale nach Lyse nur noch die Zellkerne

und Zelltriimmer zu sehen sind.

Lysispufter: 50mM HEPES; pH7,5
(Lagerung bei 4°C) 150mM  NaCl

I,5\mM  MgCl,

ImM EGTA

10% Glycerin

1% Triton X-100
In die fiir den jeweiligen Ansatz bendtigte Menge Lysispuffer werden die Protease- und
Phosphataseinhibitoren frisch zugesetzt:

ImM PMSF

10pg/ml  Aprotinin

10pg/ml  Leupeptin

100mM  NaF

200uM  NazVOq
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3.2.1.2. Gewinnung nukleirer Proteine

Zur Analyse von Kernproteinen wird ein mechanisches AufschluBverfahren, die
Methode des "freeze and thaw" verwendet, um Gesamtzellextrakte zu erhalten.

Die Zellpellets werden mit 100ul Lysispuffer pro 1x10” Zellen versetzt und durch
vortexen resuspendiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei Raumtemperatur
wieder aufgetaut, erneut gevortext, schockgefroren etc. - insgesamt 4x. Das Lysat wird
durch 10-miniitige Zentrifugation bei 4°C von unloslichen Bestandteilen und

Zelltrimmern befreit.

Lysispufter: 20mM HEPES; pH 7,9
(Lagerung bei —20°C) 20% Glycerin
50mM KClI
ImM EDTA
ImM DTT
100mM  NaCl
Frisch zugesetzt werden: ImM PMSF

10pg/ml  Leupeptin
2mM Na3VO4

3.2.2. Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die Methode nach Bradford basiert auf der Bindung des organischen Farbstoffes
Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine, was eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465nm nach 595nm bewirkt. Durch
photometrische Messung der Absorption bei 595nm kann die Proteinkonzentration
quantitativ gemessen werden.

Iml Bradford-Losung (1:5 Verdiinnung der Stammlosung von Bio-Rad) wird in die
Kiivetten vorgelegt und mit einem Aliquot (1-5ul) des zu messenden Proteinlysates
vermischt. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wird die Absorption bei
595nm gemessen und die Proteinkonzentration iiber eine mitgemessene BSA-Referenz

errechnet.
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3.2.3. Analyse von DNA-bindenden Proteinen

DNA-bindende Proteine wie Transkriptionsfaktoren sind hiufig kurzlebige Molekiile,
die nur in geringer Menge in der Zelle vorkommen. Um ihre DNA-Bindungsaktivitét zu
untersuchen, macht man sich diese zu nutze, in dem man die Proteine mit Hilfe von
DNA, die die spezifische Bindungssequenz enthélt, aus einem Proteinlysat extrahiert.
Die Extraktion mit magnetischen Kiigelchen (Dynabeads) vereinfacht die Handhabung,
da die Waschginge anstelle von Zentrifugation mit einem Magneten durchgefiihrt
werden konnen.

Dabei ist die faktorbindende DNA-Sequenz iiber eine Biotinylierung an die mit
Streptavidin gekoppelten magnetischen Kiigelchen gebunden. Diese DNA-Fragmente
sorgen dann fiir die Isolierung von im Lysat befindlichen Proteinen, die an deren
faktorbindende Sequenz binden.

3.2.3.1. Herstellung DNA-gekoppelter Magneto-Beads

Das folgende Protokoll stellt einen 10fachen Ansatz dar und ist folglich fiir die

Bearbeitung von zehn Proteinproben ausreichend.

1. Annealing der komplementiren Oligonukleotide

Pipettierschema: Snmol Primerl
Snmol Primer2
90pul TE 10.01
40ul 5x PNK-Puffer (Gibco, 5x forw.buf)

ad 170ul  H,O

Bedingungen: 1. 88°C Smin
2. 65°C 10min
3. 37°C 10min
4.  Raumtemperatur  5Smin

2. Phosphorylierung der 5'-Enden

Dazu wird zu dem 170ul-Ansatz 20ul 10mM ATP (Endkonzentration: 1mM ATP) und
Sul T4-PNK (10U/ul, Gibco, Endkonzentration: 0,5U/ul) pipettiert und dann fiir 45 min
bei 37°C inkubiert.
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Im Anschlu3 wird zur Reinigung der DNA eine Phenol/Chloroform-Fillung mit darauf
folgender Ethanol-Prazipitation (3.2.2.) durchgefiihrt und die DNA in 130ul H,O

resuspendiert.

3. Ligation der DNA-Fragmente

Durch die Ligation werden die 5'-phosphorylierten DNA-Fragmente aneinander gekettet
und bilden so groflere DNA-Fragmente mit vielen Proteinbindungssequenzen. Hierzu
werden dem 130ul-Ansatz 40ul 5x Ligasepuffer (Gibco BRL) und 20ul Ligase
(20Units, Gibco) zupipettiert und der Ansatz dann iiber Nacht bei 14-16°C inkubiert.

Am folgenden Tag erfolgt wiederum eine Phenol/Chloroform-Fillung mit

anschlieBender Ethanol-Prézipitation und Resuspension in 21ul H,O.

4. Biotinylierung der ligierten DNA-Fragmente

Der Einbau von biotinyliertem dATP in die DNA-Fragmente sorgt fiir die mogliche

Bindung an Streptavidin.

Pipettierschema: 20ul vom Ansatz
20ul Biotin-dATP (0,4nM, Gibco BRL)
20ul dNTPs (ohne dATP, ImM)
10ul 10x Klenow-Puffer (Gibco)
16 U Klenow

ad 100pl  H,O

Dieser Ansatz wird fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert, danach wiederum eine
Phenol/Chloroform-Féllung und 3x eine Ethanolprizipitation unter Verwendung von
NHy-Acetat durchgefiihrt.

Pipettierschema: 100ul Ansatz
20ul 10M NHy-Acetat
300ul 96% Ethanol

In Anwesenheit von NHy-Acetat fillt Ethanol DNA-Fragmente mit mehr als 18 Basen.
Demzufolge werden fiir die Bindung an die Streptavidin-Dynabeads nur ausreichend
lange DNA-Fragmente verwendet und auflerdem {iberschiissiges Biotin-ATP
abgetrennt, das die Bindung der DNA-Fragmente an Streptavidin blockieren wiirde.

Die Oligos werden in 1ml Puffer B aufgenommen.
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5. Bindung an die Streptavidin-Dynabeads

Fiir einen 10fachen Ansatz werden 1ml Streptavidin-Dynabeads M-280 (Dynal)
benotigt. Zundchst werden die magnetischen Kiigelchen 3x in Puffer B gewaschen und
dann auf zwei 1,5 ml Behélter verteilt. Dazu werden jeweils 500ul der Oligos pipettiert
und das ganze fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur rotiert. AnschlieBend werden die
Kiigelchen mit Hilfe des Magneten 3x mit 1ml Puffer B und 1x mit 1ml Puffer A
gewaschen und zum Blocken der magnetischen Kiigelchen mit 1ml 2%iger BSA-
Losung (in Puffer A) iiber Nacht bei 4°C rotiert.

Am folgenden Tag werden die Kiigelchen nochmals 3x in Puffer A gewaschen und
konnen dann in Puffer A bei 4°C gelagert werden.

Die so bereiteten fiir ein Protein spezifischen Kiigelchen konnen problemlos bis zu 10x

verwendet werden und halten sich mindestens ein halbes Jahr (bei 4°C).
3.2.3.2. Analyse von DNA-Bindungsaktivititen mit Magneto-Beads

Fiir diesen Schritt werden die unter 3.2.1.2. erhaltenen Gesamtzellextrakte eingesetzt.

100ul (1x Ansatz) Magneto-Beads werden mit 1-2mg Protein fiir 60 min bei
Raumtemperatur rotiert und nach Verwerfen des Uberstandes 3x in 100ul Puffer A
gewaschen. Gebundene Proteine werden jeweils mit 10ul Puffer B fiir 20 min bei
Raumtemperatur eluiert, das Eluat in ein frisches Eppendorfgefd3 {iberfithrt und der
Vorgang mit weiteren 10ul in einem zweiten Elutionsschritt wiederholt. Das so
gewonnene Eluat wird mit 2x Laemmli-Puffer (siche 3.2.4.) versetzt und kann dann

analysiert werden.

Puffer A (Bindungspuffer): 50mM NaAc
50mM NacCl
einstellen auf pH 7,5 mit HCI

Puffer B (Kopplungs- und Elutionspuffer): 50mM NaAc
1M NaCl
einstellen auf pH 7,5 mit HCI
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3.2.4. Denaturierende SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE nach Laemmli (1970) erfolgt die elektrophoretische Auftrennung
von Proteinen nach ihrer Grofe. Die Proteine eines Proteingemisches werden zunichst
in einem niederprozentigen Sammelgel (5%) fokussiert und anschlieBend in einem
hoherprozentigen Trenngel (7,5%-12%) entsprechend ihres Molekulargewichtes
aufgetrennt. Eine optimale Auftrennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht im
Bereich von 20-30kDa erreicht man mit einem 12%igem Trenngel, wéhrend fiir
Proteine im Bereich von 100kDa ein 7,5%iges Trenngel besser geeignet ist.

Die zu analysierenden Proben werden vor dem Auftragen auf das Gel mit
denaturierendem Ladepuffer nach Laemmli versetzt und 5-10min bei 95°C denaturiert.
Die Elektrophorese erfolgt in 1x SDS-Laufpuffer bei einer Spannung von maximal
200V. Der Verlauf der Auftrennung kann anhand der Bromphenolblau-Bande des
Laemmli-Puffers verfolgt werden.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung konnen die Proteine entweder direkt mit
Coomassie Blue R-Féarbung (2,5g/1 in 45% Methanol, 10% Eisessig) angefarbt werden
(Detektionsgrenze: 0,5ug Protein pro Bande) oder aber mit einem spezifischen
Antikdrper in der Western Blot Analyse (3.3.5.) detektiert werden, dessen
Detektionsgrenze im pg-Bereich liegt.

Sammelgel: 250mM Tris-Cl; pH6,8
5% (W/v) Acrylamid/Bisacrylamid
(29:1; Roth)
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
0,1% (w/v) TEMED
Trenngel: 375mM Tris-Cl, pHS,8
7,5-12% (W/v) Acrylamid/Bisacrylamid)
0,1% (w/v) SDS
0,1% (w/v) APS
0.05% (W/v) TEMED
2x Laemmli-Puffer: 250mM Tris-Cl; pH6,8
4% SDS
20% Glycerin
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0.03% Bromphenolblau
3% B-Mercaptoethanol (wenn
denaturierend)
5x SDS-Laufpuffer: 125mM Tris-Cl; pH8,3
IM Glycin
0.5% SDS

3.2.5. Western Blot Analyse
3.2.5.1. Protein-Transfer auf Nitrozellulose-Membran

Um ein Protein mit einem spezifischen Antikorper nachzuweisen, mufl man die Proteine
aus dem Gel zunichst in einem elektrischen Feld auf eine Nitrozellulose-Membran
transferieren. Dazu &dqulibriert man die Membran und das Gel zunichst fiir 10min in
Transfer-Puffer und baut dann den Blot luftblasenfrei auf, in dem Gel und Membran
jeweils von 3 Lagen 3MM Whatman Papier und einem Schwidmmchen nach auflen
abgegrenzt werden. Geblottet wurde nach dem Tankblotting-Verfahren bei 4°C in
Blotkammern von BioRad bei einem Strom von maximal 0,34A fir 1,5h, wobei bei

0,25A gestartet wurde.

Transfer-Puffer: 25mM Tris
200mM Glycin
20% Methanol

3.2.5.2. Immunologische Detektion

mit BSA-Blockpuffer: Nach dem Blotten wird die Membran zum Blocken
unspezifischer Bindungsstellen fiir 10min auf dem Schiittler mit BSA-Blockpuffer
(1,5% BSA in Waschpuffer) inkubiert und dann fiir 1-2h mit dem Erstantikorper (in
BSA-Blockpuffer). Nach 3x Waschen fiir Smin in Waschpuffer wird die Membran fiir
45-60min mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper (in BSA-Blockpuffer)

inkubiert und wiederum 3x 5min gewaschen.

mit Milch-Blockpuffer: Anstelle von BSA-Blockpuffer wird dem Waschpuffer 5%
Milchpulver zugesetzt und zum Blocken und zur Antikdrperinkubation verwendet.
Nach 20-30min Blocken wird die Membran fiir 1h mit dem Erstantikdrper (in Milch-
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Blockpufter) inkubiert, 3x Smin gewaschen, 45min mit dem Zweitantikorper (in Milch-
Blockpuffer) inkubiert und wiederum 3x Smin gewaschen.
Die Inkubation mit Milchpulver ist wegen Reaktionen des AntikOrpers mit dem

Milchpulver allerdings nicht fiir Phosphotyrosinblots geeignet.

Die so entstandenen Protein-Antikdrper-Komplexe konnen nun durch 1-miniitiges
Schwenken der Membran in den Reagenzien des ECL-Detektionssystems (Amersham)
nachgewiesen werden, wobei die an den Zweitantikorper gekoppelte Meerrettich-
Peroxidase (HRP) die Oxidation von Luminol in Gegenwart von H,O, katalysiert. Diese
Reaktion wird als Chemilumineszenz sichtbar, erreicht ihr Maximum nach 5-10min und
klingt dann innerhalb von 60-90min ab. Die Expositionszeiten der Membran zum Film
hingen von der Spezifitit und Konzentration des verwendeten Antikdrpers sowie von
der nachzuweisenden Proteinmenge ab und liegen zwischen mehreren Sekunden bis

wenigen Minuten.

Um die Membran erneut fiir eine Detektion mit einem anderen Antikdrper verwenden
zu konnen, wird sie zundchst 3x 5min gewaschen, dann mit Strip-Puffer bei 50°C fiir
25-30min inkubiert und anschliefend 3x 15min mit PBS gewaschen. Bevor man die
Membran mit dem neuen Erstantikdrper inkubiert, mul man sie wiederum 10min
blocken.

10x Waschpuffer: 100mM  Tris-Cl; pH 7,9
1,5M NaCl
2,5% Tween
Strip-Puffer: 62,5mM  Tris-Cl; pH 6,7
100mM  B-Mercaptoethanol
2% SDS
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3.3. Molekularbiologische Methoden mit DNA

3.3.1. Extraktion genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen

Zum AufschlieBen von Zellpellets zur DNA-Extraktion werden diese (je nach
Zellmenge) mit etwa 500ul Lysispuffer versetzt, dem zum Proteinverdau frisch
Proteinase K (100pg/ml) zugesetzt wird. Nach sorgfiltigem Mischen durch Auf- und
Abpipettieren wird der Ansatz fiir eine Stunde bei 80°C inkubiert und dann fiir 10min
zentrifugiert (Tischzentrifuge, 14000Upm, Raumtemperatur). Der Uberstand wird in ein
SST-Roéhrchen (Becton Dickinson) {iiberfiihrt, eine Phenol/Chloroform-Fillung und
Ethanolprizipitation (3.2.2.) angeschlossen und die gefillte DNA in 50-100ul

destilliertem Wasser aufgenommen.

Lysepuffer (Schartl): 200mM NaCl
100mM EDTA, pH 8
0,2% SDS

3.3.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Zur schnellen Isolierung der Plamid-DNA wurde der entsprechende Préparationskit von
Qiagen entsprechend den Angaben des Herstellers angewandt. Die so isolierte DNA
mul} bei -20°C gelagert werden oder direkt ein Plasmidverdau zur Gewinnung des

DNA-Fragmentes angesetzt werden.

3.3.3. Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolfillung

Die Phenol/Chloroform-Extraktion wird zur Reinigung von DNA-haltigen Losungen
durchgefiihrt.

Die DNA-haltige Losung wird in SST-Ro6hrchen iiberfiihrt, mit 1Vol Phenol versetzt,
10min auf dem Schiittler geriittelt, mit einem weiteren Volumen Chloroform
/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und wiederum 10min geschiittelt. Dann wird bei
2000Upm (Heraeus Minifuge RF) fiir 20min zentrifugiert. Wird anstelle von SST-
Rohrchen in EppendorfgefaBen gearbeitet, wird nach der Phenolextraktion ebenfalls

zentrifugiert (14000Upm, Tischzentrifuge), die obere Phase in ein frisches
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Eppendorfgefal tiberfiihrt und dann verbliebenes Phenol durch Chloroform Extraktion
entfernt.

Die obere DNA-enthaltende Phase wird in ein frisches Eppendorfgefa3 iiberfiihrt und
dann mit 1/10Vol 3M KAc und 2,5Vol 96% Ethanol versetzt. Nach sorgfiltigem
Mischen 146t man die DNA bei -20°C fiir mindestens eine halbe Stunde stehen, um
auch kleinere DNA-Fragmente zu féllen. AnschlieBend wird fiir 20min bei 4°C
(Tischzentrifuge, 14000Upm) zentrifugiert, einmal mit 70% Ethanol gewaschen und
nochmals 10min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wird die DNA bei
37°C getrocknet und in einem passenden Volumen destilliertem Wasser (50-100pl)

aufgenommen.

3.3.4. Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Um das DNA-Fragment aus dem isolierten Plasmid zu gewinnen, wird ein
Plasmidverdau mit den Restriktionsendonukleasen angesetzt, die das DNA-Fragment

spezifisch aus dem Vektor herausschneiden.

pBcl-X;-Vektor EcoRI und Xbal (Gibco BRL)
psFFU-Neo-flag-hu-Bcl-2-Vektor  EcoRI

0,5-1pg DNA werden mit 5-10U des Enzyms (Konzentration im Ansatz 0,5U/ul) und
passendem Puffer (Herstellerangaben) fiir 1-3 Stunden bei 37°C inkubiert. Dabei wird
das Reaktionsvolumen so gewéhlt, da die Enzymlosung und somit die
Glycerinkonzentration 10% des Ansatzes nicht iiberschreitet.

3.3.5. Auftrennung und Isolierung von DNA mittels Agarose-

Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde sowohl priparativ zur Isolierung amplifizierter
oder mit Restriktionsenzymen gewonnener DNA-Fragmente eingesetzt, als auch fiir
analytische Zwecke.

In Abhéngigkeit von der GroBe der aufzutrennenden DNA-Fragmente werden 0,8-
1,8%ige Agarosegele in 1x TAE-Puffer verwendet. Die zu analysierenden Proben
werden vor dem Auftragen mit 10x DNA-Ladepuffer versetzt. Zur Erstellung der DNA-
Leitern erwies sich ein RNA-Verdau mit RNase A (500ug/ml) als hilfreich. Je nach
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Grofe der Gele wird die Elektrophorese bei 40 bis 100 Volt durchgefiihrt. Anschlieend
wird das Gel fiir mindestens 15min in Ethidiumbromid-Losung (1pg/ml) gefarbt und
20-30min in Wasser entfirbt. Das Ergebnis kann dann zu analytischen Zwecken im
kurzwelligen UV-Bereich (254nm) angesehen und zur Dokumentation als Foto
festgehalten werden. Dabei dient ein mit aufgetragener DNA-Marker als
GroBenvergleich zur Identifikation der DNA-Banden. Zur Isolierung von DNA

schneidet man die entsprechende Bande unter langwelligem UV-Licht (366nm) aus dem

Gel aus.

50x TAE: 2M Tris-Essigsdure ; pH7,7
0,1IM EDTA

10x Ladepuffer: 50% Glycerin
100mM  EDTA; pH 7,5
1% SDS

0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol

3.3.6. Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung der DNA-Fragmente aus der Agarose wurde entweder ein Kit zur
Agarose Gel Extraktion von Qiagen (QIAquick oder QIAEX) oder von Gibco BRL
(CONCERT Gel Extraction System) verwendet und zur Erfolgskontrolle der Extraktion

ein Agarosegel mit der Probe und einem Standard-Marker geladen.

3.3.7. Transformation kompetenter Bakterienzellen

Zur Transformation wurden E.coli-Bakterien des Stammes XL1-Blue eingesetzt. Diese
werden nach dem Protokoll von Hanahan (1983) hochkompetent fiir die Aufnahme von
Plasmid-DNA.

Eine entsprechende Menge (100-200ul) an kompetenten Zellen wird mit ca. 10-20ng
der zu transformierenden DNA vermischt und 20min auf Eis inkubiert. Eine Inkubation
von 2min bei 37°C (Hitzeschock) macht die Zellmembran fiir die Transformation

permeabel. Nach Abkiihlen des Ansatzes fiir 1min auf Eis wird mit 1ml LB-Medium
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aufgefiillt, damit die Bakterien fiir eine Stunde bei 37°C unter stetigem Schiitteln
wachsen konnen.

Zum Ausplattieren werden die Bakterien fiir 10min bei 2000Upm (Tischzentrifuge,
Raumtemperatur) zentrifugiert, das Bakterienpellet in 100ul LB-Medium resuspendiert
und anschlieBend auf LB-Agarplatten mit Selektionsantibiotikum ausgestrichen. Nach

12-16 Stunden konnen Einzelkolonien isoliert werden.

LB-Medium: 10g/1 Trypton (DIFCO laboratories)
S5¢g/1 Hefeextrakt (DIFCO)
10g/1 NaCl
ad 11 destilliertes Wasser
autoklavieren

LB-Agarplatten: wie LB-Medium, aber zusitzlich 15g Bacto-Agar (DIFCO)
Fiir die Selektion auf Ampicillin-Resistenz werden nach dem Abkiihlen unter 60°C

100pg/ml Ampicillin (Sigma) zugefiigt.

3.4. Molekularbiologische Methoden mit RNA

3.4.1. Allgemeines

Wichtig beim Arbeiten mit RNA ist, dal Losungen und Materialien RNase-frei sind.
Dazu miissen die bei Sambrook at al (1989) beschriebenen Arbeitsregeln eingehalten
werden, von denen die wichtigsten folgend aufgefiihrt werden:

Da RNase an Hianden vorkommt, miissen beim Arbeiten Handschuhe getragen werden.
AulBlerdem muf} das Versuchsmaterial RNase-frei sein. Dazu miissen Pipettenspitzen mit
Handschuhen gesteckt werden, Einmal-Plastikbehélter verwendet werden oder aber die
Glasbehilter fiir vier Stunden bei 80°C erhitzt werden. Losungen miissen extra fiir
RNA-Arbeiten beiseite gestellt werden, um passenden Umgang zu gewihrleisten. Alle
bendtigten Losungen werden mit destilliertem Wasser hergestellt, das mit 1ml
Diethylpyrocarbonat (DEPC) pro 11 Wasser mindestens 12h mittels Magnetriihrer
gemischt und anschlieBend zur Beseitigung des kanzerogenen DEPC autoklaviert

wurde.
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3.4.2. RNA-Extraktion

RNA wurde unter Anwendung von TRIZOL (Gibco BRL) nach den Angaben des
Herstellers extrahiert und ausgeféllt. Zur Homogenisierung der zu analysierenden
Zellen wurde ein Ultra Turrax (IKA) verwendet. Die gefillte RNA wurde am Ende in
einer moglichst geringen Menge deionisiertem Formamid (fiir Northern) oder DEPC-
Wasser (fiir RT-PCR) aufgenommen. So gewonnene RNA-Ldsungen sollten bei -80°C

gelagert werden.

3.4.3. Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mit dem Spektralphotometer
(Pharmacia) durch Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenldinge von
260nm, wobei 10D,4 einem RNA-Gehalt von 40pug/ml entspricht.

3.4.4. LiCl-Fallung

Um RNA aufzukonzentrieren oder aus Losungen abzutrennen, muf} sie gefallt werden.
Dazu wird die gewiinschte Menge RNA in ein Eppendorfgefa3 iiberfiihrt und mit
1/10Vol 4M LiCl und 2,5Vol 96% Ethanol versetzt, gut gemischt und fiir mindestens
30min bei -80°C gefillt. Nach 30-miniitiger Zentrifugation (Tischzentrifuge,
14000Upm, 4°C) wird der Uberstand verworfen, das RNA-Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen, bei 55°C im Thermoblock leicht getrocknet und dann der gewiinschten

Menge deionisiertem Formamid bzw. DEPC-Wasser aufgenommen.

3.4.5. Northern-Blot

Bei der Northern-Blot Analyse wird die zu untersuchende RNA zunéchst mit einer
Formaldehyd-Agarosegelelektrophorese entsprechend ihres Molekulargewichtes auf-
getrennt und dann mittels Kapillar-Blot-Technik auf eine Nylonmembran transferiert,
auf der die RNA dann fiir Hybridisierungen immobilisiert ist.

Die fiir die Auftrennung von RNA verwendeten Gele besitzen einen Agarosegehalt von
1,2% und zusétzlich 6,6% Formaldehyd und 10% 10x GRB-Puffer (Endgehalt 1x

_45 -



Methoden

GRB). Zunichst wird die Agarose in DEPC-Wasser aufgekocht, dann 1/10Vol GRB-
Puffer und 37%iges Formaldehyd zugegeben und sofort gegossen.

Die Proben werden folgendermallen vorbereitet:

15ul Probe (20pug RNA in 15ul deionisiertem Formamid)
3ul  10x GRB-Puffer

7ul  DEPC-Wasser

Sul  37%iges Formaldehyd

Dieser Ansatz wird fiir 15min bei 60°C inkubiert, dann mit 3ul 10x GLB-Puffer
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgt bei 60Volt fiir 4-5
Stunden in 1x GRB-Puffer.

Im AnschluBl kommt der eigentliche "Northern-Blot", ein Transfer der RNA auf eine
Nylonmembran mittels Kapillar-Blot-Technik. Das Gel wird zunichst fiir 15-20min in
DEPC-Wasser gewéssert und der Blot wie folgt aufgebaut:

» 2 Lagen IMM Whatman-Papier, die in die Blotkammer hdngen

= das Gel mit der Offnung der Taschen nach unten darauf legen

» passend zugeschnittene Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham)
= 6 Lagen IMM Whatman-Papier

= Stapel saugfahige Papierhandtiicher auflegen

» Glasplatte zum Abdecken und ein Gewicht zum beschweren

Als Laufmittel dient 20x SSC. Um zu verhindern, dal das Laufmittel statt durch die
Membran direkt von den Papierhandtiichern aufgesaugt wird, miissen die Gelkanten mit
Parafilm abgedeckt werden. Das Blotten erfolgt tiber Nacht.

Am nidchsten Tag wird die Membran nach Markieren der Taschen (Bleistift und
Anstechen mit Kaniile) 30min in 6x SSC neutralisiert und die komplette RNA-
Ubertragung aus dem Gel auf die Membran nach Ethidiumbromid-Firbung des Gels im
UV-Licht kontrolliert. Die Membran wird zur Fixierung der RNA mit UV-Licht einer
Gesamtleistung von 150mJ bestrahlt (GS Gene Linker, BioRad). Dieser als "cross-
linking" bezeichnete Vorgang sorgt fiir eine kovalente Bindung der RNA an die
Membran. Zusétzlich wurde die Membran fiir 2 Stunden bei 80°C getrocknet.

Zum SchluB3 wurde die auf der Membran gebundene RNA mit Methylenblau-Losung

angefarbt, die Membran mit einer Losung aus Wasser und Methanol im Verhiltnis 3:1
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wieder entfiarbt und mit einem Léngenstandard zur Dokumentation fotografiert, um
eventuelle Degradation der RNA abschitzen zu kdnnen und festzuhalten, wo sich die

Markerbanden auf der Membran befinden.

10x GRB-Puffer: 200mM  MOPS (3-Morphino-Propan-
Sulfonsdure)
50mM NaOAc
10mM EDTA
einstellen auf pH 7,0 mit NaOH

Deionisieren von Formamid:

Dem Formamid wird 5g/ml Austauscherharz zugesetzt und der Ansatz fiir eine Stunde
geriihrt (Magnetriihrer). Das deionisierte Formamid sollte dann lichtgeschiitzt bei -20°C

gelagert werden.

10x GLB-Ladepuffer: 50% Glycerin
ImM EDTA; pH 7,5
0,4% Bromphenolblau
0,04% Xylencyanol
20x SSC: 3M NaCl
0,3M NaCitrat

einstellen auf pH 7,0 mit HCI

Methylenblau-Ldsung: 0,5M NaOAc; pH 5,2
0,04% Methylenblau

3.4.6. Radioaktive Markierung von DNA-Sonden und Hybridisierung
auf Northern Blots

3.4.6.1. Radioaktive Markierung von DNA (OLB-Reaktion)

Zur Detektion exprimierter Gene auf Northern Blots wurden radioaktiv markierte DNA-
Sonden eingesetzt. Die Markierung erfolgte nach der "random priming"-Methode
(Feinberg and Vogelstein, 1983). Bei dieser Methode binden Hexanukleotide (dNg) als

Zufallsprimer an die denaturierte Sonden-DNA, von denen aus die DNA-Polymerase I
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(Klenow-Fragment) den Komplementérstrang synthetisiert. Dabei baut sie angebotenes
radioaktives o>’P-dCTP in den neusynthetisierten Strang ein.

Zur Markierung werden 50-100ng des aus einem Plasmid geschnittenen (3.3.4.) und
durch Gelelektrophorese (3.3.5.) und Agarosegelextraktion (3.3.6.) gewonnenen DNA-
Fragmentes eingesetzt und ad 33ul mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Zur Trennung
der DNA-Doppelstrange wird fiir 10min bei 95°C inkubiert und anschlieBend 3-4min
auf Eis abgekiihlt.

Nach Zugabe von

10ul Oligo-labeling-Mix (OLB-Mix)
3ul  BSA (10mg/ml)

lul  Klenow-Polymerase (= 6U) und

3ul  o*P-dCTP (= 30uCi)

wird der Ansatz fiir mindestens 2 Stunden bei 37°C inkubiert.

OLB-Mix: 1M HEPES
0,25M Tris
25mM MgCl,
0,35% Mercaptoethanol

0,ImM dATP, dGTP, dTTP (Pharmacia)
OD 27/mL  Hexanukleotide (Pharmacia)

Um kleinere Fragmente und iibrig gebliebene Nukloetide von der radioaktiv markierten
Sonde abzutrennen und den Erfolg der radioaktiven Markierung festzustellen, wird der
Ansatz iiber eine Sephadex G-50 Sdule zentrifugiert. Kleinere Fragmente und die iibrig
gebliebenen Nukleotide verbleiben in der Siule und die DNA-Sonde wird als Eluat
aufgefangen. 1ul davon kann nun im Szintillationsgerit vermessen werden und so die
Aktivitdt der Probe bestimmt werden. Fiir die Hybridisierung von Northern Blots

wurden zwischen 5 und 10x10° Cpm/ml Hybridisierungsmix eingesetzt.
3.4.6.2. Hybridisierung von Northern Blots

Die Hybridisierung von spezifischen radioaktiven DNA-Sonden an RNA nutzt man

zum Nachweis der Expression der korrespondierenden Gene.
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Zunichst mufl der fertige Filter, d.h. nach Northern Blot und Fixierung der RNA, zur
Absittigung von unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran vorhybridisiert
werden. Dazu wird der Filter - nach kurzer Anfeuchtung in 1x SSC - aufgerollt in die
Hybridisierungsrohren gelegt, mit reichlich Hybridisierungsmix versetzt und bei 42°C
unter stetigem Drehen fiir mindestens 6 Stunden inkubiert. Zur Hybridisierung mit der
radioaktiven Sonde wird diese nach 10-miniitigem Erhitzen und Abkiihlen auf Eis zum
Hybridisierungsmix hinzu pipettiert. Dieser sollte von der Menge nun so bemessen sein,
daB die Aktivitit der Losung 5-10x10° Cpm/ml betrigt. Die Hybridisierung erfolgt iiber
Nacht bei 42°C.

Hybridisierungsmix:

Fiir die heterologen DNA-Sonden (Mensch auf Maus) wurde Hybridisierungsmix mit
35% Formamid, fiir die homologe GAPDH-Sonde mit 50% Formamid verwendet.

Ansatz fir 50ml: 35% 50%
50x Denhardt's Sml Sml
5% Natriumpyrophosphat Iml Iml
IM  Tris-ClL; pH 7,5 2,5ml 2,5ml
20% SDS 2,5ml 2,5ml
20x SSC 12,5ml 12,5ml
steriles Wasser 9ml 1,5ml
Formamid (deionisiert) 17,5ml 25ml

Frisch zupipettiert werden 100pg/ml Lachssperma-DNA, nachdem diese fiir 10min bei
95°C denaturiert und anschlieBend sofort auf Eis abgekiihlt wurde.

Um unspezifisch gebundene DNA-Sonde vom Filter zu entfernen, wird dieser nach der
Hybridisierung 2x bei 55°C in Waschlosung (2x SSC, 1% SDS) fiir 45min inkubiert.
Zur Autoradiographie wird der nasse Filter eingeschweillt und in Rontgenkassetten mit
Verstérkerfolien bei -80°C je nach Stirke des Signals zwischen 1-7 Tagen dem
Rontgenfilm exponiert.

Zur erneuten Hybridisierung wird der Filter mit 1xSSC/1%SDS-Waschlosung bei 60°C

fiir 45min gewaschen und nach Abklingen der Restaktivitét erneut vorhybridisiert, etc.

Die verwendeten radioaktiv markierten Sonden hybridisierten an RNA folgender

Grosse:
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GAPDH 1,3kb
Pim-1 2,6kb
Bcel-X 2,7kb

3.4.7. RT-PCR

Die RT-PCR (Reverse Transkriptase — PCR) wurde in den durchgefiihrten Versuchen
zum Nachweis fiir die Expression bestimmter Gene verwendet, da sie im Vergleich zur
Northern Blot Analyse eine sensitivere Methode ist.

Sie verlauft in zwei Schritten: Zunéchst wird die RNA (nach erfolgtem DNase-Verdau)
mit Hilfe von Reverser Transkriptase in DNA umgeschrieben. Mit spezifischen Primern

wird in der anschlieBenden PCR dann die gesuchte Sequenz amplifiziert.

3.4.7.1. DNasel Behandlung

Um noch eventuell vorhandene DNA zu beseitigen, mufl die in DEPC-Wasser
aufgenommene RNA zunichst einer DNase Behandlung unterzogen werden. Dazu wird
die RNA mit 35Units RNase-freie DNase (Boehringer) und einer passenden Menge 10x
DNase-Puffer (Endkonzentration 1x DNase-Puffer) versetzt und nach sorgfiltigem
Mischen fiir 30min bei 37°C inkubiert.

Zur Beseitigung der DNase wird daran eine RNase-freie Phenol/Chloroform-Fillung
(3.3.2.) angeschlossen, die RNA mit LiCl gefallt (3.4.4.) und vermessen (3.4.3.).

10x DNase-Puffer: 500mM  Tris-Cl; pH 7,5 lagern bei -20°C
(RNase frei) 100mM  MgCl,

3.4.7.2. RT-Reaktion

Bei der RT-Reaktion wird RNA mit Hilfe von Hexanukleotiden (computergesteuerte

Zufallsmischung) durch das Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben.

Reaktionsansatz: lug RNA
Tl Hexanukleotide (0,5uM) ("Random
Primer", Gibco BRL)
Oul DEPC-Wasser
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Dieser Ansatz wird fiir 10min bei 70°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und dann folgendes

zupipettiert:
4ul 5x First Strand Buffer (Gibco BRL)
2ul DTT (0,I1M) (Gibco BRL)
Tl dNTPs (10mM)

AnschlieBend wird fiir 2min bei 42°C inkubiert, 0,5ul Reverse Transkriptase
(Superscriptll, Konzentration 200U/ul, Gibco BRL) zupipettiert und nach sorgfaltigem
Mischen fiir eine Stunde wiederum bei 42°C inkubiert. Danach wird das Enzym durch
15-miniitige Inkubation bei 70°C inaktiviert. Der RT-Ansatz kann bei -20°C gelagert

werden. Ein Aliquot daraus wird zur PCR-Reaktion eingesetzt.

3.4.7.3. PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ("Polymerase chain reaction", PCR) dient der
Amplifizierung von DNA. DNA-Fragmente werden enzymatisch durch die
thermostabile Taqg-Polymerase (aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus)

mit einem Temperaturoptimum von 70-75°C ausgehend von Primerpaaren exponentiell

vermehrt.

Reaktionsansatz: Sul 10x PCR-Puffer (Gibco BRL)
1,5ul MgCl; (50nM, Gibco BRL)
8ul dNTPs (200uM jeweils)
Tul Primerl (50pmol/ul)
Tul Primer2 (50pmol/ul)
0,5ul Taq DNA Polymerase (1,25-2,5U)
4ul RT-Reaktion

ad 50ul  Millipore-Wasser (autoklaviert)

Die PCR-Bedingungen miissen fiir jede Probe in Vorversuchen bestimmt werden. Die
Annealingtemperatur richtet sich nach der Schmelztemperatur T,,, der benutzten Primer

und kann in grober Anndherung wie folgt berechnet werden:

Tw= (Anzahl G+C) x 4°C + (Anzahl A+T) x 2°C

Die Annealingtemperatur sollte 5°C niedriger als die Schmelztemperatur sein.

Um eine semiquantitative Aussage iiber die vorhandene RNA-Menge und so iiber die

Genexpression (RT-PCR) machen zu kdnnen, mufl die Zyklenzahl der PCR so gewihlt
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werden, dal3 sich die PCR noch in der exponentiellen Phase befindet, aber das Fragment

mit Ethidiumbromidfarbung bereits darstellbar ist.

Die PCR-Bedingungen (fiir die semiquantitative RT-PCR) waren folgende:

Bcl-2/Bcel-Xy, GAPDH

Programm: 1. 95°C 2min.
2. 95°C 30sec

3. 55°C 30sec 3. 60°C 30sec

4. 72°C Imin

Schritte 2.-4. fiir Schritte 2.-4. fiir 27 Zyklen (RT-PCR)*
30 Zyklen (Bcl-2) bzw. 35 Zyklen (Northern)*
20 Zyklen (Bcl-Xy)

5. 72°C Smin.

*Nach 27 Zyklen wurden semiquantitative RT-PCR Bedingungen erreicht, d.h., etwaige Schwankungen
in der RNA bzw. dann DNA-Menge konnten detektiert werden. Dieser Ansatz wurde folglich zur
Ladekontrolle der analysierten Proben eingesetzt. 35 Zyklen hingegen wurden durchgefiihrt, wenn die

DNA aus dem Gel extrahiert und fiir die Verwendung als Northern Sonde radioaktiv markiert wurde.

Bei der PCR entstehen DNA-Fragmente folgender Grofe:

Bcl-2: 327bp
Bcl-X: 727bp
GAPDH: 306bp

Der PCR-Ansatz kann dann nach Versetzen mit DNA-Probenpuffer direkt auf ein
Agarosegel geladen werden und nach der Elektrophorese analysiert (Foto zur
Dokumentation) bzw. aus dem Gel isoliert (3.3.6., OLB-Probe) oder bei -20°C gelagert

werden.
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4. Ergebnisse

4.1. Untersuchungen in Ba/F3 Zellen

Um die Signaltransduktion der RTK Xmrk zu untersuchen, wurde die aktivierbare
Rezeptorchimédre HER-mrk verwendet, die aus dem extrazelluldren Anteil des humanen
EGF-R (HER) und dem intrazelluldren Anteil von Xmrk besteht (Wittbrodt et al, 1992).
Stimulation mit humanem EGF fiihrt zur Aktivierung der mrk-Kinase, was eine
Induktion mrk-spezifischer intrazelluldrer Signalwege zur Folge hat. Ba/F3 Zellen, eine
murine pro-B-Zellinie, stellen ein geeignetes Zellsystem dar, um Proliferations- und
Apoptoseverhalten zu untersuchen, da diese Zellen faktorabhédngig sind und nach dessen
Entzug apoptotisch werden. Physiologischerweise exprimieren diese Zellen den IL-3R
und sind fiir Langzeitiiberleben abhingig von IL-3. In BaF Hm Zellen wird die
Rezeptorchimidre HER-mrk stabil exprimiert. Sie wurden durch Transfektion
wildtypischer Ba/F3 Zellen mit einem HER-mrk-Expressionsplasmid generiert
(Wellbrock et al, 1998a).

In den folgenden Experimenten wurden aulerdem Ba/F3 Zellen verwendet, die statt des
HER-mrk Rezeptors den humanen EGF-R (HER) exprimieren, der in diesem
Zellsystem kein Langzeitiiberleben sichern kann (Collins et al, 1988; Shibuya et al,
1992).

4.1.1. Langzeitwachstum und Uberleben

Um die Fahigkeit des HER-mrk Rezeptors zur Induktion mitogener und
antiapoptotischer Signalwege zu untersuchen, wurden die Zellen in Gegenwart von EGF
kultiviert und alle zwei Tage gezdhlt (Abb.5).

Wie zu erwarten, zeigten die wildtypischen Ba/F3 Zellen (wt), die keine Rezeptoren der
EGF-R Familie exprimieren (Riese et al, 1995), kein Langzeitiiberleben unter EGF. Thre
Zahl blieb etwa zwei Tage lang konstant und sank im Folgenden durch Absterben der
Zellen ziigig ab bis nach vier Tagen nahezu keine lebende Zelle mehr nachweisbar war.
Stimulation des IL-3 Rezeptors von Ba/F3 Zellen hingegen fiihrte zu Proliferation und
Langzeitiiberleben. EGF-Stimulation von HER1 in BaF HER Zellen (Klone HER3, 5
und 6; nur HER3 exemplarisch in Abb.5 dargestellt), konnte kein Langzeitiiberleben
der Zellen sichern. Allerdings war das Absterben der Zellen verzogert, ihre Zahl blieb
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bis zu vier Tage konstant und war dann wie bei wildtypischen Ba/F3 Zellen riicklaufig
(Abb.5).
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AbDb.5: Langzeitiiberleben der BaF Hm-Klone unter EGF:

HER-mrk sichert in Ba/F3 Zellen im Gegensatz zum humanen EGF-R (HER) Langzeitiiberleben.

Die Zellen (wt, HER3, 5 und 6, Hm2, 4 und 9) wurden jeweils 2mal mit PBS gewaschen und dann in
einer Konzentration von 3,5 x 10° Zellen/ml RPMI Hungermedium (RPMI plus 1%Pen/Strep und
5%FCS) ausgesiht. Nach 2-stiindigem Hungern wurden die Zellen mit EGF (50ng/ml) bzw. 5% IL-3
Uberstand stimuliert und alle 48 Stunden gezihlt und wieder auf eine Konzentration von 3,5 x 10’
Zellen/ml subkultiviert.

BaF Hm Zellen (Klone Hm2, 4 und 9) hingegen zeigten eine starke Proliferation unter
EGF-Stimulation und ein Langzeitiiberleben wie IL-3 stimulierte Zellen (getestet {iber
eine Dauer von 2 Wochen, nur bis zum 7. Tag in Abb.5 dargestellt). HER-mrk war

folglich in der Lage, in Ba/F3 Zellen Langzeitiiberleben zu sichern.

4.1.2. Charakterisierung von HER-mrk und HER exprimierenden Ba/F3 Zellinien

4.1.2.1. Bestimmung der Rezeptordichte in verschiedenen BaF Hm- und BaF
HER-Klonen

Um auszuschliefen, dal die gemessenen Unterschiede zwischen BaF HER und Hm

Zellen im Langzeitiiberleben darauf beruhen, daf3 sie unterschiedlich viele Rezeptoren
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auf ihrer Oberfliche exprimieren, wurden zunichst die Rezeptordichten der
verschiedenen Zellklone verglichen. Dabei wurden zwei Methoden verwendet: zum
einen die Western Blot Analyse (3.2.5.) und zum anderen eine ELISA-Technik (3.1.5.).

Im Western Blot wurden 50pg Gesamtprotein von BaF Hm2, 4 und 9 sowie von BaF
HER3, 5 und 6 mit anti-PEP-mrk Antikorper analysiert. Anti-PEP-mrk erkennt ein
Epitop in der intrazelluliren Domédne von Xmrk, welches sich im humanen EGF-R
allerdings nur in einer Aminosdure unterscheidet. Deshalb kreuzreagiert dieser
Antikorper mit HER. Allerdings lassen sich aufgrund der leicht unterschiedlichen
Epitopstruktur nur die Klone innerhalb eines Zelltyps, also nur BaF HER untereinander
und BaF Hm untereinander vergleichen, da die Affinitit des Antikorpers zu den beiden
Rezeptoren verschieden sein konnte. Anti-PEP-mrk detektierte in der Western Blot
Analyse ein 170kDa (HER) bzw. ein 165kDa (HER-mrk) Protein.

Unter den BaF Hm-Klonen exprimierte Hm2 mit Abstand die wenigsten HER-mrk
Rezeptoren, gefolgt von Hm4 und Hm9. Unter den BaF HER-Klonen besa3l HER3
weniger EGF-Rezeptoren als HERS und HER6 (Abb.6a).

Um die verschiedenen Ba/F3-Klone in ihrer Rezeptordichte auch gegeneinander (BaF
HER mit BaF Hm) zu vergleichen, wurde ein anderer Antikorper in einer ELISA-
Technik eingesetzt (3.1.5.). Der Antikdrper mAB 108.1 ist ein monoklonaler Antikorper
von der Maus, der gegen die nicht-denaturierte extrazellulire Domine des humanen
EGF-Rezeptors gerichtet ist. Da die extrazelluldiren Doménen von HER und HER-mrk
identisch sind, 148t sich mit diesem Antikorper auf der Zelloberfliche HER und HER-
mrk nachweisen und so die Rezeptordichten der verschiedenen BaF HER- und Hm-
Klone vergleichen. Der Vorteil gegeniiber der Detektion im Western Blot liegt zudem
darin, daB tatséchlich nur die an der Oberfldche exprimierten Rezeptoren, die vom
Liganden erreicht und aktiviert werden kdnnen, detektiert werden.

Um die geeignete Menge an einzusetzendem Erstantikdrper zu bestimmen, wurde vor
Durchfiihrung des eigentlichen Versuchs die Dissoziationskonstante, der sogenannte
Kp-Wert des Erstantikorpers bestimmt (siehe 7.1.1.1.). Der Kp-Wert von mAB 108.1
lag bei 15nM. Um sicher zu gehen, dafl im geplanten Experiment moglichst alle
Rezeptoren mit Erstantikdrper abgesittigt wurden, wurde dieser fiir die Experimente in
einer Konzentration von 40nM eingesetzt. Das mit Hilfe eines Peroxidase-gekoppelten
Zweitantikorpers in Gegenwart von Luminol gebildete Chemielumineszenzsignal wurde
durch ein Mikrotiterplattenluminometer quantitativ gemessen und in relativen

Lichteinheiten ("relative light units", RLU) angegeben.
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Die Daten aus der Western-Blot Analyse mit Anti-PEP-mrk wurden durch den Zell-
ELISA bestdtigt und sind darin leichter quantifizierbar. So exprimierte BaF Hm4 etwa
10,5mal und Hm9 etwa 13,5mal mehr Rezeptoren auf der Oberflache als Hm2, wihrend
BaF HERS etwa doppelt so viele Rezeptoren besall wie HER3, und HER6 noch etwas
mehr. Im Rezeptorvergleich HER gegen HER-mrk zeigte dieses Experiment, dal} alle
BaF HER Klone weniger Rezeptoren auf der Oberfldche exprimierten als Hm9 und
Hm4. Hm2 allerdings hatte eine geringere Rezeptordichte als alle HER-Klone (Abb.6b).

a Western Blot: Anti-PEP-mrk

EFG-R — maad et “ bwd e < HER-mrk
HER3 HERS HER6 Hn? Hmvd HnD

b Zell-ELISA

HER3 HERS HER6 Hm2 Hm4 HmO9

Klone

Abb.6: Rezeptordichtebestimmung mit Western Blot Analyse (a) und Zell-ELISA (b):

(a) Fir die Western Blot Analyse wurden die Zellen der verschiedenen Ba/F3-Klone lysiert. S0ug
Gesamtprotein wurde auf ein 7,5%iges Polyacrylamidgel aufgetragen und in Western Blot Technik mit
anti-PEP-mrk detektiert.

(b) Fiir den Zell-ELISA wurden (in Doppelbestimmung) nach 2maligem waschen mit PBS 1 x 10° Zellen
pro well der Mikrotiterplatte ausgesdht und mit mAB 108.1 Antikorper detektiert. Das mit Hilfe eines
HRP-gekoppelten Zweitantikdrpers gebildete Chemilumineszenzsignal wurde maschinell durch ein
Mikrotiterplattenluminometer quantifiziert und in relativen Lichteinheiten angegeben. In (b) sind die so
gemessenen Werte als Faktoren zu Hm2 = 1 angegeben.
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4.1.2.2. Proliferationsverhalten

Die Bestimmung der Rezeptordichte ermoglichte die Klarung der Frage, ob die Anzahl
der Rezeptoren einen EinfluB auf die Stdrke der Proliferationsantwort nach
Rezeptorstimulation hat. Das Proliferationsverhalten der einzelnen Ba/F3-Klone wurde
durch Einbau von radioaktivem H>-Thymidin bei der DNA-Replikation gemessen.
Bereits bekannt war, dafl die Stimulation von HER-mrk zur Proliferation fiihrt
(Wellbrock et al, 1998a). Die durch HER-mrk (Klon BaF Hm9) induzierte DNA-
Replikation im H’-Thymidineinbau betrigt etwa 40-50% des vom IL-3 Rezeptor
induzierten Einbaus (Abb.7a; p=0,0001). Der EGF-R hingegen induziert keine oder nur
geringe DNA-Replikation in Ba/F3 Zellen (Riese et al, 1996 und Abb.7a, Klon BaF
HER3; p=0,0001). Wildtypische Zellen zeigten wie erwartet keine Proliferation nach
Stimulation mit EGF (Negativkontrolle), wohl aber nach Stimulation mit IL-3
(Positivkontrolle, Abb.7a).

a b c
30000 30000
Owt 12000 A WL
25000 25000 {|{-] HER3 — HER3
ng 10000'@Hm9
=20000 20000 ]
= 8000
2
‘515000 15000 6000 1
g
-'510000 10000 4000 4
>
ﬁ 5000 5000 2000 A
0 = o LF—im I'[L»@ 0 - ] =
- IL3 EGF - FCS IL3/ I3 - FOS EGTEGR
FCS FCS

Abb.7: Bestimmung der Proliferationsaktivitit durch Messen des Einbaus an radioaktivem H3-
Thymidin: HER-mrk (Klon Hm9) zeigt etwa 40-50% des durch IL-3 induzierten Thymidineinbaus,
wihrend HER keine oder nur eine geringe DNA-Replikation bewirkt (a: p=0,0001 fiir alle drei Klone).
Dariiberhinaus fithrt die Anwesenheit von FCS bei der Rezeptorstimulation zu einer signifikant
gesteigerten Proliferationsantwort bei IL-3 Stimulation (b: p=0,0001 fiir BaF Hm9; p=0,0362 fiir BaF
HER3 und p=0,0012 fiir BaF wt) sowie bei EGF Stimulation des HER-mrk Klones (c: p=0,0001).
Alleinige FCS-Zugabe hat dagegen keinen signifikanten Effekt gegeniiber unstimulierten Zellen (b und c:
p=0,1267).

Fiir dieses Experiment wurden Ba/F3 Zellen nach Aussaat und zweistiindigem Hungern (3.1.4.2) mit 5%
IL3-Uberstand bzw 50ng/ml EGF mit oder ohne FCS stimuliert oder unstimuliert belassen (-). Nach 20
Stunden Inkubation wurde H>-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 4 Stunden mittels Skatron-
Zellerntner und Fliissigszintillationzdhlung ausgewertet (3.1.4.2.). Die Signifikanz der Daten wurde mit
Hilfe des 2-tailed T-Tests (instat) tiberpriift.

Der durch FCS induzierte Anstieg im H>-Thymidin-Einbau gegeniiber unstimulierten

Zellen erwies sich als nicht signifikant (Abb.7b und c; p=0,1267). Die Anwesenheit von
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FCS bei der Rezeptorstimulation fiithrte jedoch zu einer signifikant gesteigerten
Proliferationsantwort des IL.-3-Rezeptors (Abb7b, p=0,0001 fiir BaF Hm9; p=0,0362 fiir
BaF HER3 und p=0,0012 fiir BaF wt), aber auch des HER-mrk-Rezeptors (Abb.7c;
p=0,0001). FCS scheint folglich Cofaktoren fiir eine Stimulation zu liefern.

Um den EinfluB der Rezeptordichte auf die Stirke der Proliferationsantwort nach
Rezeptorstimulation in den verschiedenen Zellklonen zu untersuchen, wurden die Klone
BaF HER3, 5 und 6 und Hm2, 4 und 9 in mehreren unabhingigen Versuchen mittels
H’-Thymidininkorporation getestet.

a b
15000 20
O HR3 184 | O Proliferation
1250 4 |O HERS 16 unterEGF
= O v B Rezepordichie
E 10000 J O Hn 144
2 m 12
=l Hm4
B 7500 4 o 10
> B Hm9
=
= 8 4
E’ 5000 o 6 4
4 J
2500 4
2 J
0 0 J
EGF HER3 HERS5 HER6 Hm2 Hm4 Hm9
Abb.8:

(a) Aktivititswerte aus 6 unabhingigen H*-Thymidineinbau Experimenten mit den Klonen BaF HER3, 5
und 6 und Hm2, 4 und 9 nach EGF-Stimulation im Vergleich zu unstimulierten Zellen (-);
Versuchsdurchfiihrung wie unter Abb.7 beschrieben; p = 0,0001

(b) Graphische Darstellung zum Vergleich der Proliferationsaktivitit mit der Rezeptordichte. Dabei
entspricht die Darstellung der Rezeptordichte Abb.6 (b), wiahrend die Proliferationsaktivitét als Zuwachs
an DNA-Replikationsaktivitdt angegeben wurde, d.h. aus Abb.§8 (a) wurde von den EGF-Werten die
Basalaktivitét (-) der Klone subtrahiert, um den tatséchlichen Effekt der EGF-Stimulation zu zeigen. Die
Werte beider Sdulengruppen sind als Faktoren dargestellt, wobei der kleinste Wert jeweils 1 gesetzt
wurde, d.h. bei der Proliferation HER3 = | und bei der Rezeptordichte Hm2 = 1. Die anderen Werte
wurden dazu in Bezug gesetzt. Diese Darstellung verdeutlicht, dal die Rezeptordichte nicht die Ursache
fiir die starke Proliferationsantwort des HER-mrk Rezeptors war, sondern dafl der humane EGF-R nicht
die Potenz des HER-mrk Rezeptors besal}, Proliferation zu induzieren.

Alle BaF Hm-Klone fiihrten nach EGF-Stimulation zu einer starken Induktion der
DNA-Replikation. Sogar BaF Hm2, der BaF Hm-Klon mit der geringsten
Rezeptordichte, proliferierte stirker als alle BaF HER-Klone (Abb.8a). Diese zeigten
nur einen schwachen Einbau von radioaktivem Thymidin. Vergleicht man die
Proliferationsstirke innerhalb der verschiedenen Zellklone, so sicht man, dal3 bei den

BaF Hm-Klonen Hm2 am schwéchsten und Hm9 mit Abstand am stérksten proliferierte
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(p=0,0013). Bei den BaF HER-Klonen war der Unterschied nur gering, aber dennoch
mit p=0,0370 signifikant. Hier proliferierte BaF HER3 am schwéchsten und HER6 am
starksten. AuBlerdem fiel bei allen BaF HER-Klonen auf, daf3 sie verglichen mit HER-
mrk der BaF Hm-Zellen eine erhohte Basalaktivitit des EGF-Rezeptors besitzen. Auch
diese stieg mit zunehmender Rezeptordichte an (Abb.8a).

Innerhalb der verschiedenen BaF Zellklone hatte die Rezeptordichte folglich einen
Einflul auf die Proliferationsstirke. Diese war jedoch bei HER-mrk exprimierenden
Zellen durchweg deutlich stirker, weshalb dies als spezifische Wirkung der mrk-Kinase

gedeutet werden konnte.

Fiir die weiteren Versuche wurde der Klon 9 der BaF Hm Zellen eingesetzt, da hier
jeweils der ausgeprigteste Effekt in einem Versuch zu erwarten war. Von den BaF
HER-Klonen wurde HER3 verwendet, da die Basalaktivitit bei diesem Klon im
Vergleich zu HERS und 6 noch gering und so die Auswirkung einer Stimulation besser
beurteilbar war. Dies zeigt auch eine Western Blot Analyse mit einem
Phosphotyrosinantikdrper von mit EGF stimulierten Ba/F3 Zellen (Abb.9). Der HER-
mrk-Rezeptor (Klon BaF Hm9) =zeigte im Ruhezustand nur eine geringe
Tyrosinphosphorylierung, die sich bei Aktivierung durch EGF-Stimulation enorm
verstirkte. Bei den BaF HER-Klonen hingegen zeigte nur HER3 einen sichtbaren
Unterschied zwischen Ruhezustand und Aktivierung, wihrend der HER6-Klon bereits
eine hohe Basalaktivitit besall (Abb.9).

w Hi®  HER6  HER
HER-MK = e O P : YT P — EGFR
+ - + - + - +

ADbb.9: Analyse der Rezeptortyrosinphosphorylierung in verschiedenen Ba/F3 Zellinien

Ba/F3 Zellen wurden nach 2maligem waschen mit PBS in Hungermedium (RPMI, 1%P/S, 5%FCS)
aufgenommen und nach 4 Stunden 10min mit EGF stimuliert, dann 1mal mit PBS gewaschen und lysiert.
Jeweils 50pug Protein von unstimulierten (-) und EGF-stimulierten (+) Zellen wurde mit der Western Blot
Analyse untersucht. Mit EGF versetzte wildtypische Ba/F3 Zellen dienten als Negativkontrolle.

Wenn nétig wurden in den folgenden Experimenten neben BaF HER3 und Hm9 auch

andere Klone eingesetzt, um Einfliisse der Rezeptordichte auf die Ergebnisse zu

untersuchen.
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4.1.3. Messung der DNA-Fragmentierung zur Untersuchung der
Apoptoseregulation in Ba/F3 Zellen

Fiir den IL-3 Rezeptor ist in Ba/F3 Zellen beschrieben, daf dieser neben der Induktion
der Zellproliferation die Apoptose verhindern kann (Rodriguez-Tarduchy et al, 1990).
Der humane EGF-R hingegen vermittelt in diesem Zellsystem kein Langzeitiiberleben
(Collins et al, 1988). Die Charakterisierung der verschiedenen Ba/F3 Zellinien im
Rahmen dieser Arbeit hat gezeigt, dal HER-mrk im Gegensatz zu HER Proliferation
und Langzeitiiberleben vermitteln kann (4.1.2.). Deshalb wurde im Folgenden gepriift,
ob die aus den Langzeitwachstumsstudien gewonnene Vermutung stimmte, dal HER-

mrk auch antiapoptotische Signalwege induzieren kann.

Ein typisches Merkmal fiir Apoptose ist das Auftreten von DNA-Fragmentierung. Sie
entsteht durch das spezifische Schneiden der DNA durch aktivierte Endonukleasen.
Dadurch entstehen DNA-Fragmente spezifischer Linge, die nach Extraktion und
Auftrennung im Agarosegel als ,,Leitern* erscheinen (Abb.10c). Eine nekrotische Zelle
zeigt im Gegensatz dazu einen DNA-Schmier durch unspezifischen Abbau der DNA
(Abb.10b), wihrend eine lebende Zelle sich durch eine solitdre hochmolekulare Bande
an genomischer DNA auszeichnet (Abb.10a).

Abb.10: Typische Darstellung nach DNA-Extraktion und
Auftrennung im Agarosegel von Ba/F3 Zellen bei gesunden
lebenden Zellen (a), bei nekrotischen Zellen (b) und bei
apoptotischen Zellen (c)

Diese in der Apoptose beobachtete DNA-Fragmentation wurde als Indikator genutzt,
die vermutete Féhigkeit der mrk-Kinase zur Apoptoseinhibition zu tiberpriifen.

Die Experimente zeigten bei wildtypischen Ba/F3 Zellen wie erwartet unter Stimulation
mit IL3/FCS keine apoptosetypische DNA-Fragmentierung noch nekrosetypischen
DNA-Abbau, sondern nur die Extraktion von genomischer DNA (Abb.11). IL-3 ist in
Ba/F3 Zellen der physiologische Stimulus, um ein Uberleben der Zellen sicher zu
stellen (Rodriguez-Tarduchy et al, 1990). Dagegen zeigten unstimulierte sowie FCS und
EGF behandelte Zellen die fiir die Apoptose typische DNA-Leiter. FCS schien dabei die
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Apoptose ein wenig zu verzdogern. Im Vergleich zu unbehandelten und EGF
stimulierten Ba/F3 Zellen wurden groere DNA-Fragmente isoliert, d.h. die DNA-
Fragmentation war zu diesem Zeitpunkt weniger weit fortgeschritten.

EGF/FCS behandelte BaF HER Zellen zeigten 20h nach Stimulation ebenfalls DNA-
Fragmentierung, d.h. der humane EGF-R kann die Apoptose in Ba/F3 Zellen nicht
verhindern. Dies wurde anhand der drei HER-Klone HER3, 5 und 6 iiberpriift (in
Abb.11 ist HER3 dargestellt, HERS und 6 ohne Abb.). HER-mrk hingegen kann in
diesen Zellen tatsichlich die Apoptose unterdriicken (Abb.11). Die Stimulation des
HER-mrk Rezeptors mit EGF/FCS zeigte keine DNA-Leiter. Dies war ebenfalls in den
drei Hm-Klonen, also Hm2, 4 und 9 der Fall (in Abb.11 ist Hm9 abgebildet, Hm2 und 4
ohne Abb.). Interessanterweise fiihrte die Stimulation von BaF Hm Zellen mit IL-3 bzw.
EGF ohne FCS-Zusatz zur Apoptose, genauso wie bei unstimulierten oder nur FCS
behandelten Zellen (Abb.11). FCS schien neben einer Steigerung der Proliferation von
Ba/F3-Zellen (4.1.2.2.) folglich auch fiir die Antiapoptose der Zellen als Cofaktor

wichtig zu sein.

Ba/F3 BaF HER BaF Hm BaF Hm
IL3/ EGF/ IL3/ EGF/ IL3/ EGF/ L3  EGF/

= FCS FCS FCS EGF == FCS FCS FCS EGF = FCS FCS FCS EGF = FCS FCS IL3 FCS EGF

20h 20h 23h 30h

Abb.11: DNA-Leitern von wildtypischen Ba/F3, BaF HER und BaF Hm Zellen:

Ba/F3 Zellen wurden 2mal mit PBS gewaschen, in RPMI-Hungermedium aufgenommen und 2 Stunden
sitzengelassen und dann entweder unstimuliert belassen (-) oder mit IL3/FCS und EGF/FCS, aber auch
FCS, IL-3 und EGF alleine versetzt. Nach 20 bis 30 Stunden wurden die Zellen durch Zentrifugation
geerntet, die DNA extrahiert und mit Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt.

Im Ba/F3 Zellsystem konnte somit gezeigt werden, daB HER-mrk im Gegensatz zum
humanen EGF-R neben einer starken Induktion der Zellproliferation auch die Apoptose
verhindern kann. Die mrk-Kinase induziert demnach mitogene sowie antiapoptotische

Signalwege, die im folgenden untersucht wurden.
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4.1.4. HER-mrk Mutanten

Bereits einige der von der mrk-Kinase induzierten Signalwege wurden untersucht und
sind somit bekannt. Dazu gehoren die Aktivierung der PLC-y (Wellbrock et al, 1995),
die Aktivierung des MAPK Weges (Wellbrock und Schartl, 1999), der PI3K (Wellbrock
et al, 1999) und Akt-Kinase, der Fyn-Kinase (Wellbrock et al, 1995; Wellbrock und
Schartl, 2000) und des Transkriptionsfaktors STATS (Wellbrock et al, 1998b; Baudler
et al, 1999). Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Signalwege fiir
die antiapoptotische Funktion der mrk-Kinase wichtig sind. Dafiir stand zum einen der
Vergleich mit den Signalwegen des humanen EGF-Rezeptors HER zur Verfiigung, der
in diesem Zellsystem kein Uberleben gewihrleistet. Zum anderen wurden in Ba/F3
Zellen exprimierte Rezeptormutanten von HER-mrk untersucht, die in unterschiedlicher
Lange an ihrem Carboxyterminus verkiirzt sind. Dadurch fehlen ihnen unterschiedlich
viele C-terminale Phosphotyrosine, die die Bindungsstellen fiir rekrutierte
Signalproteine darstellen (1.3.2.). Unter den Rezeptormutanten war mit der
Fragestellung "antiapoptotische Signalwege" v.a. eine sehr interessant. Diese als
HmA1006 bezeichnete Mutante, die die komplette Kinasedoméine, aber carboxyterminal
keine substratbindenden Phosphotyrosine besitzt (Abb.12a), hatte zwar die Fahigkeit
zur Induktion von DNA-Replikation, konnte aber kein Langzeitiiberleben sichern
(Abb.12b). Dabei entsprach die Stirke der DNA-Replikation im H3-Thymidineinbau
etwa 30% der von IL-3 stimulierten und etwa 60-75% der von EGF-stiulierten BaF Hm
Zellen (ohne Abb.) In Wachstumsexperimenten zeigte sich jedoch, da3 EGF stimulierte
BaF HmA1006 Zellen ebenso schnell absterben wie wildtypische Ba/F3 Zellen (Abb.
12b).

Die néchst lidngere Rezeptormutante, HmAI1075, besitzt zwei substratbindende
Phosphotyrosine (Abb.12a) und zeigte in Proliferation und Langzeitiiberleben ein Bild
wie der komplette HER-mrk-Rezeptor (Abb.12b). HmA1075 scheint somit eine Art
Minimalrezeptor darzustellen, der in der Lage ist, alle fiir Proliferation und Uberleben

wichtigen Signalwege zu induzieren.

- 62 -



Ergebnisse

®
=2

50
O wt
O Hm
= 40 B Hm A 1075
= A Hm A 1006
[—]
L ]l ]l ]l ] —
X 30
=
[
N
T 20
975 N
1011 1011
1061 1061 10
1081
1107
1132
1170 1%
1166 0 1 2 3 4
HER-mrk A1075  A1006 Tage
Abb.12:

(a) HER-mrk und die beiden Rezeptormutanten HmA1075 und A1006; von jeweils einen dieser
Rezeptoren exprimierenden Ba/F3 Zellinien wurden durch Zell-ELISA Klone ausgewdhlt, die in ihrer
Rezeptordichte dem BaF Hm9-Klon entsprachen. Dies waren BaF HmA1006/4 und BaF HmA1075/7, die
im folgenden einfach BaF HmA1006 und BaF HmA1075 genannt werden.

(b) Langzeitiiberleben von BaF wt, Hm, HmA1006 und A1075 (Versuchsdurchfiihrung wie in Abb.5
beschrieben)

Die Untersuchung von BaF HmA1006 Zellen auf DNA-Fragmentierung zeigte im
Einklang mit den Langzeitwachstumsstudien, dafl diese Mutante des HER-mrk
Rezeptors, die keine substratbindenden Phosphotyrosine besitzt, im Gegensatz zum

kompletten HER-mrk Rezeptor nicht in der Lage war, die Apoptose zu verhindern
(Abb.13).

BaF Hm Hm A1006

— IL3EGF

IL3 EGF

Abb.13: DNA-Leitern von BaF Hm und HmA1006 30 Stunden nach Stimulation mit IL3 bzw. EGF
(beide mit FCS Zusatz) bzw unstimuliert (-); Versuchsdurchfiihrung wie in Abb. 11 beschrieben
Im Gegensatz zu HER-mrk konnte die Rezeptormutante HmA1006 die Apoptose nicht unterdriicken.
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Die HER-mrk Mutante HmA1006 ist somit noch fahig, mitogene Signale zu erzeugen,
wiahrend das Vermogen antiapoptotische Signale zu induzieren verloren ging. Sie eignet
sich deshalb hervorragend, Signalwege daraufhin zu untersuchen, ob sie fiir die

mitogene oder die antiapoptotische Funktion des HER-mrk Rezeptors notwendig sind.

4.1.5. Analyse der Aktivierung von STAT1, 3 und 5 durch die Rezeptoren HER,
HER-mrk und seine Mutanten HmA1075 und A1006

Ein moglicher antiapoptotischer Signalweg, dessen Bedeutung im Ba/F3-Zellsystem am
IL-3 Rezeptor gezeigt wurde (Dumon et al, 1999), ist die Induktion der Genexpression
des antiapoptotischen Proteins Bcl-X;. Bcl-X; wirkt iiber eine Stabilisierung des
mitochondrialen transmembranen Potentials der Apoptose entgegen (Chao und
Korsmeyer, 1998) und ist ein Zielgen des Transkriptionsfaktors STATS (Socolovsky et
al, 1999; Dumon et al, 1999).

STATS wird vom HER-mrk Rezeptor in Ba/F3 Zellen phosphoryliert und damit
aktiviert und fiihrt zur Induktion von Zielgenen wie pim-1, cis und osm (Wellbrock et
al, 1998b). Bisher wurde jedoch nicht untersucht, ob der EGF-R in Ba/F3 Zellen zu
einer STATS Aktivierung fiihrt. Zudem sollte gekliart werden, ob auch die
carboxyterminal verkiirzte HER-mrk Rezeptormutante HmA1006 noch zu einer
STATS-Phosphorylierung in der Lage ist. Beide Rezeptoren konnten in Ba/F3 Zellen
kein Langzeitiiberleben vermitteln. Neben STATS wurden auBlerdem die STAT-

Familienmitglieder 1 und 3 untersucht.

Fir die Untersuchung einer STAT-Aktivierung kann man sich die Bindung
phosphorylierter und damit aktivierter STAT-Proteine an DNA mit der spezifischen
STAT-Bindungssequenz zu nutzen machen. Da nur aktivierte STAT-Proteine als
Dimere an die DNA binden, konnen diese selektiv extrahiert und mittels Western Blot
Analyse detektiert werden. Die DNA-Bindungssequenzen waren fiir STATS die
»gamma activating site” (GAS; 5-AGA TTT CTA GGA ATT CAA TCC-3') aus dem
B-Casein-Promotor und fiir STAT1 und 3 das ,,high affinity serum inducible element®
(hSIE; 5'-CAT TTC CCG TAA ATC GTCG-3").
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Abb.14: Western Blot Analyse mit Antikérpern gegen STATS, 1 und 3 von DNA-bindenden Proteinen
2x10” Zellen wurden nach 4-stiindigem Hungern in RPMI einer 10min-Stimulation mit EGF bzw. IL-3
unterzogen und mit Lysispuffer fiir Kernproteine lysiert (3.3.1.2.). Die aktivierten STAT-Proteine wurden
aus Proteinlysat mit einer Menge von 1mg Gesamtprotein mit Hilfe von an eine Matrix gebundenen
DNA-Oligomeren extrahiert, die die jeweilige STAT-Bindungssequenz enthalten (Dynabeads-Methode;
3.3.3.) und dann im Western Blot mit spezifischen Antikdrpern gegen STAT 5 (95kDa), 3 (89kDa) und 1
(a/B; 91/84kDa) analysiert.

In a-c sind die Ergebnisse der HER-mrk und EGF-R Stimulation fiir STATS, 1 und 3 zu sehen. Als
Kontrolle dienten fir STATS die wildtypischen Ba/F3 Zellen und fiir STAT1 und 3 EGF stimulierte
A431 Zellen und PDGF stimulierte NIH3T3 Zellen. Die Ba/F3 Zellen fiir die STATS5-Extraktion und die
STAT1/3-Extraktion stammen jeweils aus dem gleichen Zellansatz. In d sind die Ergebnisse aus der
Analyse der verschiedenen BaF HER- und Hm-Subklone fiir STATS abgebildet.
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Die Experimente zeigten (Abb.14), daB STATS in wildtypischen Ba/F3 Zellen nur nach
IL-3 Stimulation iiber die DNA-Bindung extrahiert werden konnte. Unstimulierte und
EGF-stimulierte Zellen fiihrten zu keiner DNA-Bindung von STATS und somit zu
keiner Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors. Ebenso wenig fiihrte eine EGF-
Stimulation von BaF HER zu einer STATS5-Aktivierung, d.h. der EGF-R induzierte
keine Aktivierung von STATS.

Stimulation von HER-mrk hingegen hatte - wie auch die Stimulation des IL-3 Rezeptors
- DNA-Bindungsaktivitdt von STATS zur Folge (Abb.14a; vgl. auch Wellbrock et al,
1998b). STAT1 wurde von beiden RTKs (HER-mrk und dem EGF-R) in Ba/F3 Zellen
in gleich starker Weise aktiviert (Abb.14b) und STAT3 ebenfalls von beiden, aber
stairker von HER-mrk (Abb.14c). EGF stimulierte A431 Zellen und PDGF stimulierte
NIH 3T3 Zellen dienten fiir STAT1 und 3 als Positivkontrolle (Olayioye et al, 1999;
Cirri et al, 1997). Die Stimulation des IL-3 Rezeptors zeigte in verschiedenen
Versuchsansitzen ein uneinheitliches Bild: Wihrend in manchen Versuchsansétzen nur
eine Aktivierung von STATS durch den IL-3 Rezeptor gezeigt werden konnte, wurden
in anderen auch STAT1 und 3 aktiviert. Dabei war die Stimulation mit EGF bei BaF
Hm stets positiv fiir alle drei STAT Proteine. Die Ursache fiir diese Unterschiede beim
IL-3 Rezeptor muf} folglich in der IL-3 Stimulation gelegen haben. Wiahrend Pallard et
al (1995), Sakai et al (1997) und Demoulin et al (1999) nur eine Aktivierung von
STATS durch den IL-3 Rezeptor in Ba/F3 Zellen zeigen konnten, haben Nagata und
Todokoro (1996) eine Aktivierung von STATI1, 3 und 5 beschriecben. Da in den
vorliegenden Versuchsansétzen und auch denen von Sakai et al (1997) und Demoulin et
al (1999) kein rekombinantes IL-3, sondern Zellkulturiiberstand IL-3 produzierender
Zellen verwendet wurde, konnte eine andere Charge mit geringerer IL-3 Menge fiir
solche Unterschiede verantwortlich gewesen sein.

Um auszuschlieBen, dafl die festgestellten Unterschiede in der STATS-Aktivierung
Rezeptordichte bedingt sind, wurden auch die verschiedenen Ba/F3 Subklone
untersucht (Abb.14d). Auch BaF HER6, der HER-Klon mit den meisten EGF-
Rezeptoren, zeigte keine oder nur minimale STATS-Aktivierung nach EGF-
Stimulation. Die geringe Rezeptordichte von BaF Hm?2 hingegen fiithrte dennoch zu
einer STATS-Aktivierung, wenn auch weniger stark (Abb.14d).

Nachdem eine Aktivierung von STATI, 3 und 5 durch die mrk-Kinase gezeigt werden
konnte, stellte sich die Frage, ob die mrk-Mutante HmA1006, die keine Phosphotyrosin-
bindungsstellen mehr aufweist, noch eine STAT-Aktivierung zeigt. Nach etablierter
Lehrmeinung  diirfte  dies nicht moglich sein, da eine intrazelluldre

Rezeptortyrosinphosphorylierung zur Bindung und Aktivierung von STATS benétigt
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wird. Uberraschenderweise wurde nach 10-miniitiger EGF-Stimulation des HmA1006
Rezeptors aber tatsichlich eine STATS-Bindung an die DNA-Bindungssequenz
gefunden (Abb.15a). Diese war allerdings schwiécher als bei Stimulation des kompletten
HER-mrk Rezeptors. Die HmA1075-Mutante, die die zwei proximalsten intrazelluldren
Phosphotyrosinbindungsstellen noch besitzt, zeigte hingegen eine ebenso starke
STATS-Aktivierung wie HER-mrk. STATI! und 3 hingegen wurden nicht durch
HmA1006 aktiviert (Abb.15b). Die bis auf die Kinasedomidne verkiirzte
Rezeptormutante HmA1006 kann folglich noch eine geringe STATS5-Aktivierung
induzieren, nicht jedoch eine Aktivierung von STAT1 und 3.

a
BaF Hm BaF HmA1075 BaF HmMA1006
— IL-3 EGF — IL-3 EGF — |L-3 EGF
- — — — -— «4— STAT5
Beads: GAS
Blot: anti-STAT5
b
BaF Hm BaF HMA1006 BaF Hm BaF HMA1006
— IL-3 EGF — IL-3 EGF — |IL-3 EGF — IL-3 EGF
r—-.—-n ! = STAT1 - . - «— STAT3
Beads: hSIE Beads: hSIE
Blot: anti-STAT1 Blot: anti-STAT3

Abb.15: Western Blot Detektion von STAT-Dynabeads-Extraktionen von BaF Hm und den Mutanten
HmA1006 und A1075 mit Antikorpern gegen STATS (beide Mutanten) und STAT1 und 3 (nur
HmA1006); Versuchsdurchfiihrung wie unter Abb.14 beschrieben
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4.1.6. Analyse der Bcl-X; Expression nach Stimulation von HER,
HER-mrk und dessen Mutante HmA1006

a
Hm Hm A1075 HmA1006
Oh3h 6h 9h 0 3h 6h 9h 0 3h 6h9h
@ F Y . | .=. . = ﬁ o
.ot @ y 4 e g . * BaX
Hm/IL-3 HER/EGF
0 3h 6h %h 0 3h 6h %h
N ¥
L o . " < BcX
MBS WS <« cAPDH
b
Hm HmA1006
IL-3 EGF IL-3 EGF

- M Oh 3h 6h Oh 3h 6h Oh 3h 6h Oh 3h 6h

-- <- BCl-XL

< GAPDH

Abb.16: Bcl-X; Northern Blot Analyse (a) und RT-PCR (b) zur Analyse der Bcl-X; Expression in
verschiedenen Ba/F3 Zellinien nach Stimulation mit EGF bzw. IL-3

Die Zellen wurden 6 Stunden in RPMI/FCS gehungert und dann mit EGF (50ng/ml) bzw IL-3 (5%
Uberstand) stimuliert. Alle 3 Stunden wurde ein Aliquot Zellen geerntet und nach RNA-Extraktion im
Northern (a) oder mittels RT-PCR (b) analysiert. Im Northern Blot wurde eine 900bp grofle humane Bcl-
X Sonde eingesetzt, die nach Hybridisierung zur Detektion eines 2,7bp grolen Fragmentes fithrte. Die
RT-PCR fiihrte zur Amplifikation eines 727bp groflen Fragmentes. Als Ladekontrolle diente im Northern
die Hybridisierung der Blots mit einer murinen GAPDH-Sonde (306bp), die zur Detektion eines 1,3kb
groBBen Fragmentes fiihrte. Zur Kontrolle der Bel-X RT-PCR wurde eine PCR mit GAPDH durchgefiihrt,
die zur Amplifikation eines 306bp groflen Fragmentes fiihrte.

Das Gen des aus der Bcl-2 Familie stammenden antiapoptotischen Proteins Bcl-X. stellt
ein Zielgen fiir den Transkriptionsfaktor STATS dar (Socolovsky et al, 1999; Dumon et
al, 1999). Deshalb stellte sich die Frage, ob die STATS-Aktivierung durch HER-mrk
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neben einer Induktion von cis und pim-1 (Wellbrock et al, 1998b) auch zu einer
Induktion der Transkription von bcl-X fiihrt.

Northern Blot Analyse (Abb.16a) und RT-PCR (Abb.16b) zeigten wie beschrieben
(Dumon et al, 1999) eine Induktion der bcl-| Transkription zwischen 3 und 6 Stunden
nach IL-3 Stimulation aller untersuchten Ba/F3 Zellklone. Aber auch die Stimulation
des HER-mrk Rezeptors sowie der HER-mrk-Mutante HmA1075 hatte eine
Transkription von bcl-X zur Folge. Dies war interessanterweise zudem auch bei
Stimulation der Rezeptormutante HmA1006 der Fall, d.h. die Phosphotyrosin-
unabhéngige schwichere Aktivierung von STATS schien fiir die Induktion des Zielgens
bcl-X. ausreichend zu sein. Der EGF-R hingegen fiihrte in Ba/F3 Zellen in
Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Miyazaki et al (1995) nicht zu einer Induktion
von bcl-X.

In der Northern Blot Analyse erscheinte bei der Hybridisierung mit der heterologen Bcl-
X Sonde zusitzlich zur beschriebenen Bande von 900bp in Ba/F3 Zellen drei weitere
Banden mit etwa 1,5kb, 4kb und mehr als 10kb. Diese zeigten allerdings in den
verschiedenen Stimulationen keine Stirkeunterschiede. Die 1,5 und 4kb-Banden
konnten unspezifische Bindung zur 18S- und 28S-rRNA darstellen. Die hochmolekulare
Bande verschwand auch bei zusitzlichem DNA-Verdau vor der Northern Blot Analyse
nicht und stellte somit keine mitextrahierte molekulare DNA dar. In anderen Zellen wie
den murinen Melanozyten melan-a und verschiedenen Mausgeweben wie Muskel, Herz
und Leber (freundlichst iiberlassen von A. Heinrich und Prof. Gessler) zeigten sich

diese zusitzlichen Banden nicht.

Um zu untersuchen, ob die Induktion der bcl-X Transkription auch in eine vermehrte
Bcl-X; Proteinexpression miindet, wurden Western Blot Analysen mit einem
Antikorper gegen Bcl-Xp (26kDa) durchgefiihrt (Abb.17). Im Vergleich zu
unstimulierten Zellen waren die Bel-X;. Proteinlevel 2 Tage nach Stimulation von HER-
mrk als auch des IL-3 Rezeptors erhoht, d.h. beide Rezeptoren fiihrten zu einer
vermehrten Bcl-X; Expression (Abb.17a). Der EGF-R hingegen konnte, wenn
tiberhaupt, hochstens in geringem Ausmal die Bel-X Proteinmenge erhdhen, wéhrend
sich die Bcl-X; Proteinlevel nach EGF-Stimulation von wildtypischen Ba/F3 Zellen
nicht von der unstimulierter Zellen unterschied. Diese Ergebnisse wurden auch mit den
Klonen BaF HER6 (hochste Rezeptordichte bei den BaF HER-Klonen) und BaF Hm?2
(niedrigste Rezeptordichte bei den BaF Hm-Klonen) bestitigt (Abb.17b). Die
Untersuchung des Bcl-X; Proteins nach Stimulation von HmA1006 zeigte, da3 auch
durch diese HER-mrk Mutante hohe Bcl-Xp Proteinlevel im Vergleich zu
unstimulierten Zellen erreicht wurden (Abb.17c¢). Die Expression der MAP-Kinase
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ERK-2 (42kDa) wird in Ba/F3 Zellen nicht duch eine Stimulation des IL-3-, EGF- oder
HER-mrk Rezeptors beeinflult und diente deshalb als Ladekontrolle (Abb.17).

a
Ba/F3 BaF HER BaF Hm
— |IL-3 EGF — IL-3 EGF — IL-3 EGF
T e e o oy = e w——wm—— < BGLX
B&X: i
‘-—"-t— e ey e ' vt w4~ ERK-2
Blot: antrERK-2
b c
HERG6 Hm?2 HmMA1006
— IL-3EGF — IL-3 EGF — IL-3EGF
—— W T e e —— m— < Bl X
Blot: anti-Bcl-X
—— — — — — <« ERK-2

—— —

Blot: anti-ERK-2

Abb.17: Western Blot Analyse von Zellysaten (BaF wt, HER3 und 6, Hm9 und 2 und HmA1006) 48
Stunden nach Stimulation mit EGF, IL-3 oder keiner Stimulation (-): Auf Proteinebene zeigte BaF Hm
nach EGF-Stimulation genauso wie nach IL-3 Stimulation mehr Bcl-X; Protein als die unstimulierten
Zellen, wihrend EGF-Stimulation von BaF HER hochstens zu minimal angehobenen Bcl-X-
Proteinleveln fiihrte (a und b). Die Rezeptormutante HmA1006 dagegen konnte die Proteinmenge
genauso wie HER-mrk hoch halten (c).

Fiir die Western Blot Analyse wurden die verschiedenen Ba/F3 Zellen 2mal mit PBS gewaschen, in
Hungermedium (RPMI/FCS) aufgenommen (dreifache Menge vom Ausgangsvolumen) und 2 Stunden
inkubiert. Dann wurden die Zellen mit EGF (50ng/ml) bzw. IL-3 (5% Uberstand) stimuliert oder als
Kontrolle unstimuliert belassen. Nach 48 Stunden wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet, lysiert
und im Western Blot mit einem Anti-Bcl-X -Antikorper (Bcl-Xp bei 26kDa) detektiert. Die Detektion mit
ERK-2 (42kDa) diente als Ladekontrolle.
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4.1.7. Analyse der Bcl-2 Expression nach Stimulation von HER-mrk
und dessen Mutante HmA1006

Neben Bcl-X wurde auch das bekannteste antiapoptotische Protein Bcl-2 untersucht.
Fiir Bcl-2 sind zwei Regulationsmechanismen der Apoptoseregulation beschrieben.
Zum einen wird Bcl-2 durch antiapoptotische Stimuli wie Interleukine und
Wachstumsfaktoren in der Transkription induziert (Reed et al, 1987), zum anderen aber
auch serinphosphoryliert (May et al, 1994). Dabei wirkt ein vermehrter Proteingehalt
sowie dessen Phosphorylierung antiapoptotisch, indem phosphoryliertes Bcl-2 z.B. das
proapoptotische Protein Bax binden und so die von Bax vermittelte Caspaseaktivierung
verhindern kann (Yin et al, 1994).

Bekannt war, da3 Stimulation des IL-3 Rezeptors im Ba/F3 Zellsystem eine bcl-2
Transkription induziert, wihrend der EGF-R dies nicht vermag (Miyazaki et al, 1995;
Shi et al, 1997). Mit Hilfe der RT-PCR Analyse wurde untersucht, ob HER-mrk und
dessen Mutante HmA1006 bcl-2 induzieren (Abb.18).

Hm Hm A1006

IL-3 EGF IL-3 EGF

-~ M on 3n 6h 9n 12n Oh 3h 6h O9h 12h Oh 3h 6h %h 12h Oh 3h 6h 9%h

Abb.18: RT-PCR aus RNA-Extrakten von mit IL-3 bzw. EGF stimulierten BaF Hm (Klon 9) und
HmA1006 Zellen. Das PCR-Produkt von Bcl-2 hatte eine Groe von 327bp; GAPDH (306bp) als
Ladekontrolle; Versuchsdurchfiihrung wie unter Abb.16 beschrieben

Wie erwartet fiihrte die IL-3 Stimulation von Ba/F3-Zellen zu einer Erhohung der bcl-2
Transkription mit Beginn 3 Stunden nach der Stimulation. Aber auch HER-mrk und
sogar die Mutante HmA1006 induzierten bcl-2 (Abb.18). Dabei auffallend war, daB3 die
Stimulation der mrk-Kinase im Vergleich zum IL3-Rezeptor zu einer verzogerten bcl-2

Transkription fiihrte, beginnend 6 Stunden nach der Stimulation. Im Gegensatz zum
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EGF-R fiihrte die Stimulation von HER-mrk sowie der Mutante HmA1006 somit zur
bcl-2 Transkription.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden dariiberhinaus Versuche unternommen, mittels
Immunprézipitation und Western Blot Analyse eine mogliche Bcl-2 Phosphorylierung
zu untersuchen. Diese Versuche scheiterten jedoch an der mangelnden Spezifitit der
Bcl-2- und Phosphoserin-Antikorper, die auch darauf beruhen konnte, daBl die

Proteinmengen an Bcl-2 in den Zellen zu niedrig sind.

4.1.8. Analyse der Mcl-1 Expression nach Stimulation von HER, HER-
mrk und dessen Mutante HmA1006

»Myeloid cell leukemia 1 (Mcl-1) ist ein weiteres antiapoptotisches Protein aus der
Bcl-2 Familie, das als frith induziertes Gen wéhrend der Differenzierung von ML-1
myeloischen Leukédmiezellen identifiziert wurde (Kozopas et al, 1993). Wie Bcl-2 ist
Mcl-1 ein mitochondriales Membranprotein. Es wird v.a. in verschiedenen
hiimatologischen Zellinien aber auch in epidermalen Zellen von Osophagus und
Pankreas exprimiert und seine Transkription in den verschiedenen Zellen {iiber
unterschiedliche Signalwege reguliert. Dazu gehoren die Aktivierung iiber die PI3K/Akt
(Henson et al, 2003; Wang et al, 1999), den MAPK-Weg (Huang et al, 2000; Leu et al,
2000) aber auch tiber Jak/STAT (Puthier et al, 1999). Im Ba/F3 Zellsystem ist eine
Induktion der mcl-1 Transkription durch den IL-3 Rezeptor iiber eine Aktivierung der
PI3K und Akt beschrieben (Wang et al, 1999). Da dieser Weg auch von Xmrk aktiviert
wird (Wellbrock et al, 1999) wurde eine mogliche Induktion der Mcl-1 Expression
untersucht (Abb.19).

Die Western Blot Analyse zeigte, dass in BaF Hm und BaF HmA1006 Zellen die Mcl-1
Proteinmenge nur in den faktordeprivierten unstimulierten Zellen abfiel, d.h. nicht nur
der IL-3 Rezeptor, sondern auch HER-mrk und die Mutante HmA1006 induzierten eine
Mcl-1 Expression (Abb.19). Der EGF-R hingegen war dazu in Ba/F3 Zellen nicht in der
Lage. Der Mcl-1 Proteingehalt in EGF-stimulierten BaF HER Zellen entsprach dem der
unstimulierten Zellen. Da dieser Effekt auch auf apoptosebedingtem Proteinabbau
beruhen konnte, wurde ein Stimulationsexperiment mit den HER-mrk exprimierenden
BaF Hm Zellen angeschlossen (Abb.19b). Dieses zeigte, dal HER-mrk 2-5 Stunden

nach der Rezeptorstimulation zu einem Ansteigen der Mcl-1 Proteinmenge fiihrte.
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a

Hm Hm A1006 HER
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—— — — T — — — — <—MC1'1
b Hm
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—— — — =Ml
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Abb.19: Western Blot Analyse zum Mcl-1 Nachweis (a) 48 Stunden nach Stimulation mit IL-3 bzw.
EGF versus unstimuliert (-) (b) im Verlauf in den ersten Stunden nach Stimulation

Es wurden BaF Hm, HmA1006 und HER Zellen 2mal mit PBS gewaschen und in RPMI-Medium ohne
IL-3 Zusatz aufgenommen und zwei Stunden inkubiert. Danach wurden die Zellen mit IL-3 bzw. EGF
stimuliert oder unstimuliert belassen und nach 48 Stunden Inkubation durch Zentrifugation geerntet, Imal
mit PBS gewaschen und in Lysispuffer resuspendiert. 50ug Protein wurden auf ein 12%iges
Polyacrylamidgel geladen und nach dem Blotten mit Hilfe der Western Blot Analyse mit Mcl-1
Antikorper detektiert. Fiir die Stimulationsuntersuchung wurde dhnlich verfahren, nur daf die Zellen vor
der Stimulation mit IL-3 bzw. EGF zur Synchronisierung der Zellzyklen sechs Stunden im

Hungermedium inkubiert und nach Stimulation zu den angegebenen Zeiten geerntet wurden.

4.1.9. Bestimmung des optimalen Wirkbereiches der Inhibitoren
Rapamycin und Wortmannin

Um zu untersuchen, wie die Bcl-2 und Mcl-1 Expression durch den Rezeptor reguliert
wird, wurden spezifische Inhibitoren eingesetzt. Im Ba/F3 Zellsystem ist eine
Interaktion der Inhibitoren Rapamycin und Wortmannin mit Signalwegen beschrieben,
die zu einer Induktion der Gentranskription von Bcl-2 und Mcl-1 fiihren. Rapamycin
(RAP) inhibiert die p70 S6K (Chung et al, 1992; Kuo et al, 1992) und die bcl-2
Transkription (Miyazaki et al, 1995), wihrend Wortmannin (WO) ein Inhibitor der
PI3K ist. Da eine Induktion der mcl-1 Genexpression in Ba/F3 Zellen nach IL-3
Rezeptorstimulation iiber die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges verlauft, sollte
Wortmannin somit auch die mcl-1 Transkription hemmen (Wang et al, 1999).
Dariiberhinaus ist fiir Wortmannin aber in einigen Zellsystemen auch eine bcl-2

Transkriptionsinhibierung beschrieben (Minshall et al, 1999).
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Um die optimale Wirkkonzentration der Inhibitoren in Ba/F3 Zellen zu ermitteln, wurde
die Wirkung verschiedener Inhibitorkonzentrationen auf die DNA-Replikation im H3-

Thymidininkorporationassay getestet (Rapamycin: Abb.20; Wortmannin: Abb.21).

Rapamycin inhibierte die DNA-Replikation von IL-3 stimulierten Ba/F3 Zellen
(Abb.20a), sowie von EGF stimulierten BaF Hm (HER-mrk) und BaF HER (EGF-R)
Zellen (Abb.20b). Dabei wurde eine maximale Inhibierung von 50% der
Ausgangsproliferationsaktivitit bei 5SnM Rapamycin erreicht, was somit eine geeignete

Konzentration fiir die Untersuchung eines Effektes auf die genannten Signalwege sein

sollte.
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Abb.20: Wirkung von Rapamycin (RAP) auf die DNA-Replikation von BaF wt, HER und Hm unter IL-
3 (a) und EGF (b) im H’-Thymidineinbau. Die maximale Inhibierung betrug etwa 50% der Aktivitit ohne
Inhibitor und wurde bei 5nM erreicht.

Bei den Versuchen wurde wie unter 3.1.4.2. beschrieben verfahren (siche auch Abb.7), mit dem
Unterschied, daf3 die Zellen zusitzlich nach zweistiindigem Hungern zunichst mit dem Inhibitor versetzt
und nach 45min Inkubation mit EGF bzw IL-3 stimuliert wurden.

Bei der statistischen Auswertung ergab der Student T-test des Vergleichs von Ausgangsaktivitit zur
maximal erreichten Rapamycininhibition (bei 5nM) unter IL-3 Stimulation aus 4 unabhingigien
Versuchen fiir BaF wt einen Wert von p=0,0041, fiir BaF HER p=0,0009 und fiir BaF Hm p=0,0008 und
damit fiir alle drei Ba/F3 Zellinien eine signifikante Inhibition durch Rapamycin. Unter EGF-Stimulation
wurden Werte von p=0,2383 fiir BaF wt (keine Signifikanz), p<0,0001 fiir BaF HER und p=0,0023 fiir
BaF Hm und somit eine signifikante Hemmung des Thymidineinbaus durch Rapamycin errechnet.

Auch Wortmannin verursachte eine Inhibierung der DNA-Replikation im H’-
Thymidineinbau (Abb.21). Die maximale Inhibierung betrug etwa 40% (zwischen 35
und 50%) des Proliferationssignals unter IL-3 bzw. EGF Stimulation ohne Inhibitor und
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wurde bei 1-2uM Wortmannin erreicht. Fiir die Untersuchung des PI3K Signalweges

sollte demnach Wortmannin in einer Konzentration von 1-2uM eingesetzt werden.

a b
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Abb.21: Wirkung von Wortmannin (WO) auf die DNA-Replikation von BaF wt, HER und Hm unter
IL-3 (a) und EGF (b) im H-Thymidineinbau. Die maximale Inhibierung betrug etwa 40% der Aktivitit
ohne Inhibitor und wurde bei 1-2uM Wortmannin erreicht.

Der Student T-test ergab bei der Wortmannin-Inhibition unter IL-3 Stimulation p=0,0001 fiir BaF wt,
p=0,0169 fiir BaF HER und p<0,0001 fiir BaF Hm und unter EGF Stimulation p<0,0001 fiir alle drei
Ba/F3-Zellinien und somit eine signifikante Inhibition durch Wortmannin. Die relativ hohen
Standardabweichungen erkldren sich (wie auch bei der Hemmung mit Rapamycin) aus dem
Aktivitdtsverlust des Inhibitors mit der Aufbewahrungszeit (ohne Abb.).

Leider konnten die im Anschlul geplanten Experimente zur Untersuchung des Effektes
von Rapamycin und Wortmannin auf das HER-mrk mediierte Zelliiberleben und die
durch die mrk-Kinase induzierten Signalwege im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr

durchgefiihrt werden und sollten Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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4.2. Untersuchungen in Pigmentzellen

Um die Relevanz der durch Xmrk induzierten Signalwege in Ba/F3 Zellen fiir
Pigmentzellen und das Melanom zu ermitteln, wurden die verschiedenen Signalwege
zum einen in der mit HER-mrk transfizierten murinen Melanozytenzellinie melan-a Hm
und zum anderen in der Xiphophorus-Melanomzellinie PSM untersucht. Dariiberhinaus
wurden einige Signalwege auch in humanen Melanomzellinien analysiert, um zu kliren,
ob die fiir Xmrk gefundenen Wege auch fiir das menschliche Melanom eine Bedeutung
haben.

Melanomzellen, aber auch schon die Melanozyten selbst, zeichnen sich durch eine
herabgesetzte Apoptosebereitschaft aus (Duke et al, 1997). So hatten auch die
verwendeten melan-a Zellen zwei Wochen nach Entzug der Wachsumspromotoren TPA
und Choleratoxin zwar ihre Proliferation eingestellt, zeigten aber keine Apoptose. Nach
Extraktion der DNA und Auftrennung im Agarosegel fand sich zwar genomische DNA,
aber keine apoptosetypische DNA-Fragmentierung (Daten nicht gezeigt).

Stimulation des HER-mrk Rezeptors in melan-a Zellen bewirkte eine Unabhéngigkeit
der Zellen von externen Wachstumspromotoren wie TPA und Choleratoxin. So
transfizierte Zellen proliferierten in Anwesenheit von EGF und zeigten - im Gegensatz
zu den wildtypischen Zellen - keine ausdifferenzierten, pigmentierten Zellen mehr,

sondern einen transformierten Phénotyp (Abb.22).

—

Abb.22: Mikroskopische Abbildung von wildtypischen melan-a mit ausdifferenzierten, pigmentierten
Zellen (a) und den HER-mrk exprimierenden melan-a Hm im unter EGF-Stimulation transformierten
Phinotyp ohne Melaninsynthese (b) ( |---| entspricht 50pum).
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4.2.1. Analyse der Expression von Bcl-X; und Mcl-1 nach Stimulation
von HER-mrk in melan-a Hm Zellen

Stimulation des HER-mrk Rezeptors in melan-a Hm Zellen fiihrte zu einer STATS
Phosphorylierung und damit Aktivierung (Wellbrock, unverdffentlicht). Mittels
Northern Blot Analyse wurde nun untersucht, ob die mrk-Kinase wie in Ba/F3 Zellen
auch in Melanozyten in der Lage ist, dadurch die bcl-X Transkription zu induzieren
(Abb.23).

melan a melan a HmM

CT
7pa 2dH  EGF  2dH 4h 6h  8h

’ “:"*' “ (2 o oo

&

‘”” “~~~ GAPDH

Abb.23: Northern Blot Analyse mit einer heterologen (humanen) bcl-X Sonde: Mit EGF stimulierte
melan-a Hm Zellen zeigten eine Induktion der bcl-X Transkription 4-6 Stunden nach Stimulation.

Fiir die Northern Blot Analyse wurden die Melanozyten 2mal mit PBS gewaschen und in DMEM/FCS
ohne weitere Zusdtze zwei Tage inkubiert und dann mit EGF (100ng/ml) stimuliert. Fiir die RNA-
Extraktion geerntet wurden die Zellen direkt aus Kultur vor der Hungerphase (CT/TPA und EGF), nach 2
Tagen ohne Wachstumsfaktoren in DMEM/FCS (2dH) und 4-8h nach EGF-Stimulation.

Tatsdachlich zeigte sich in melan-a Hm Zellen eine EGF-abhdngige bcl-X_
Transkription: Zum einen sank die Menge an bcl-X;, RNA nach zwei Tagen ohne EGF-
Zusatz (2dH, Abb.23) im Vergleich zu in EGF kultivierten Zellen ab. Zum anderen
wurde durch erneute EGF-Stimulation dieser Zellen bereits nach 4h eine starke
Aktivierung der bcl-X Transkription erzeugt, die auch nach 8h noch nachweisbar war
(Abb.23). Auch in Melanozyten fiihrt die mrk-Kinase somit zu einer Induktion der bcl-
X Transkription.

Die wildtypischen melan-a Zellen hingegen zeigten keine Bcl-Xp Expression nach
Choleratoxin/TPA-Stimulation (CT/TPA; Abb.23).

Die Expression von Mcl-1 wurde auf Proteinebene mit Hilfe der Western Blot Analyse

untersucht. Im Gegensatz zur starken Expresssion in IL-3 stimulierten Ba/F3 Zellen
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(BaF wt) wurde Mcl-1 in melan-a Zellen, wenn iiberhaupt, nur gering exprimiert
(Abb.24) und scheint folglich fiir die Antiapoptose dieser Zellen keine grofe Rolle zu
spielen.

Abb.24: Western Blot
Analyse mit 50pg Proteinlysat
gegen Mcl-1 (40kDa); ERK-2
(42kDa) als Ladekontrolle

BaF wt
melan a wt
melan a EGF

IL-3 CT EGF

-— Blot:
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— e .\iERK2

4.2.2. Analyse der Aktivierung von STAT1, 3 und S in humanen
Melanomzellinien und der Fischmelanomzellinie PSM

Vom Xiphophorus-Melanom und der Xmrk exprimierenden Xiphophorus-
Melanomzellinie PSM war bekannt, dal STATS5 konstitutiv aktiviert ist und dal3 der
Malignititsgrad der Xiphophorus-Tumoren nicht nur mit der Expressionsstirke von
Xmrk, sondern auch mit der Aktivierungsstiarke von STATS korreliert ist (Wellbrock et
al, 1998b). Dies zeigt, welche bedeutende Rolle STATS im Fischmelanom spielt.
Deshalb interessierte uns, ob STATS5 auch im humanen Melanom aktiviert ist.
Untersucht wurden vier verschiedene kutane Melanomzellinien, ndmlich Bro, D10,
A375 und SK-Mel28 und die Xiphophorus Melanomzellinie PSM.

Dabei wurde erneut die Extraktion aktivierter STAT-Proteine iiber ihre spezifische
DNA-Bindung eingesetzt (siche 3.3.3) und aktiviertes STATI, 3 und 5 dann in der
Western Blot Analyse mit den entsprechenden Antikérpern detektiert. EGF-stimulierte
A431-Zellen dienten als Positivkontrolle (Abb.25).
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Abb.25: Western Blot Analyse mit Detektion von STATS, 1 und 3 nach Extraktion der DNA-bindenden
aktivierten STAT-Proteine mit Oligo-gekoppelten Magnetobeads (3.3.3.) aus Proteinlysat mit einer
Menge von 1mg Gesamtprotein.

STATS zeigte in allen getesteten humanen Melanomzellinien und in PSM-Zellen DNA-Bindung,
wihrend STAT1 und 3 in PSM-Zellen nicht aktiviert vorliegen und auch in den humanen
Melanomzellinien ein heterogenes Aktivierungsmuster zeigen. EGF stimulierte A431 Zellen dienten als
Positivkontrolle.
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Abb.26: Expression von STAT1 und 3 in den humanen Melanomzellinien Bro, A375, Sk-Mel28 und
D10 sowie in PSM und A2-Zellen, auch zur Testung der Kreuzreaktivitit der Antikdrper gegen STATI
und 3 in Fischzellen mit Hilfe der Western Blot Analyse. Wie auch in den humanen Melanomzellinien
wird STAT 1 und 3 in PSM-Zellen und A2-Zellen exprimiert.
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Die Experimente zeigten, daBl STATS (95kDa) nicht nur in PSM-Zellen von
Xiphophorus eine konstitutive DNA-Bindungsaktivitdt aufweist, sondern auch in allen
untersuchten humanen Melanomzellinien (Bro, A375, Sk-Mel28 und D10). STATI
(o/B; p91/84) und 3 (89kDa) hingegen waren in PSM-Zellen, obwohl dort exprimiert
(Abb.26), nicht konstitutiv aktiviert (Abb.25). Bei den humanen Melanomzellinien
zeigte sich ein heterogenes Muster: A375 und Sk-Mel28 wiesen eine stirkere STATI1-
Aktivierung auf als Bro und D10, wihrend STAT3 eine stirkere Aktivierung in A375
und D10 zeigte (Abb.25).

Sk-Mel28
PSM

Sk-Mel28
PSM

—— - — STAT5

— ——
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Abb.27: Western Blot Analyse zum Vergleich der Proteinmenge an aktivierten und nicht aktivierten
STAT-Proteinen. Die Proteinlysate mit ausschliesslich aktivierten STAT-Proteinen stammten aus einer
Dynabeads-Extraktion aus 1mg Gesamtprotein, wihrend das Gesamtlysat 50ug Gesamtprotein enthielt.

Um das Verhiltnis von aktivierten STAT-Proteinen zu nicht aktivierten STAT-
Proteinen einschitzen zu konnen, wurden in einem weiteren Versuch zu den STAT-
Proteinextrakten aus der Dynabeads-Extraktion (aus 1mg Gesamtprotein) 50ug

Gesamtproteinlysat fiir eine Western Blot Analyse aufgetragen und mit den
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entsprechenden STAT-Antikorpern detektiert (Abb.27). Dieser Vergleich zeigte, da3
die STAT]1 und 3-Aktivierung in den humanen Melanomzellinien minimal ist und wohl
nur durch die hohe Sensitivitdt der Dynabeads-Methode nachweisbar wird, wiahrend die
aktivierten STATS5-Proteine einen groBeren Teil der Gesamt-STATS-Proteine
ausmachen und die STATS5-Aktivierung folglich eine bedeutendere Rolle spielt.

4.2.3. Analyse der Expression von Bcl-X; und Pim-1 und der
Aktivierung der MAP-Kinase in humanen Melanomzellinien

Nachdem sich in den humanen Melanomzellinien eine konstitutive STATS-Aktivitit
gezeigt hatte, wurde anschlieBend die Expression der STATS5-Zielgene bcl-X und pim-1
mittels Western Blot Analyse untersucht. Zudem interessierte uns auch die Aktivitét der
MAP-Kinase in den humanen Melanomzellen, da von der mrk-Kinase in
Fischmelanomzellen sowie auch bei Expression im Ba/F3 Zellsystem bekannt war, daf3
sie zu einer Aktivierung des MAP-Kinase Signalweges fiihrt (Abb.28).

0]
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Abb.28: Western Blot Analyse mit Detektion der Proteine Bcl-X; (26kDa), Pim-1 (32kDa) und
phosphorylierter MAP-Kinase (42kDa) in den humanen Melanomzellinien Bro, A375, Sk-Mel28 und
D10: Bel-X, wurde in allen Zellinien exprimiert, wéhrend Pim-1 ein unterschiedliches Expressionsmuster
zeigte. Ebenso wurde die MAP-Kinase in den verschiedenen humanen Melanomzellinien unterschiedlich
stark phosphoryliert und damit aktiviert. 50pg Proteinlysat, Anti-ERK-2 als Ladekontrolle
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Die Experimente zeigten, dal Bcl-Xy in allen untersuchten humanen Melanomzellinien
exprimiert wird. Wahrend Pim-1 vor allem in A375 und D10 exprimiert wurde, zeigte
die Aktivitit der MAPK interessanterweise ein entgegengesetztes Muster, d.h. sie wurde
am stérksten in Bro und Sk-Mel28 phophoryliert. Die Detektion von ERK-2 diente als
Ladekontrolle (Abb.28).

Eine Analyse der Bcl-Xp Expression in PSM-Zellen und Xiphophorusmelanom war
wegen fehlender Antikorperkreuzreaktivitit zu den Fischproteinen sowie fehlender
Kreuzhybridisierung der Bcl-Xp Sonde im Northern Blot leider nicht mdglich (ohne
Abb.), die Expression von Pim-1 konnte in PSM-Zellen bereits gezeigt werden
(Wellbrock et al, 1998Db).

_82-



Diskussion

5. Diskussion

5.1. Signaltransduktion im Ba/F3 Zellsystem

5.1.1. Die Rolle von HER-mrk im Ba/F3 Zellsystem

Stimulation des HER-mrk Rezeptors fiihrt im Gegensatz zum EGF-R zum
Langzeitiiberleben von Ba/F3 Zellen

Ein zur Erforschung der Signaltransduktion von zellmembranstéindigen Rezeptoren wie
den Rezeptortyrosinkinasen etabliertes System ist das Ba/F3 Zellsystem. Ba/F3 Zellen,
eine murine pro-B-Zellinie (Palacios und Steinmetz, 1985), eignen sich aufgrund ihrer
Faktorabhéngigkeit fiir Proliferation und Langzeitiiberleben sehr gut, um mitogene und
antiapoptotische Signalwege zu untersuchen. Physiologischerweise sind Ba/F3 Zellen
abhingig von einer Stimulation des IL-3 Rezeptors. IL-3 Entzug fiihrt zum
Wachstumsstop und in die Apoptose. Zur Untersuchung der durch Xmrk induzierten
Signaltransduktion wurde eine mit EGF stimulierbare Rezeptorchimére HER-mrk,
deren extrazelluldrer Anteil vom humanen EGF-Rezeptor und deren intrazelluldrer
Anteil von Xmrk stammt (Wittbrodt et al, 1992), in Ba/F3 Zellen exprimiert (Wellbrock
et al, 1998). Aktivierung dieser Rezeptorchimére durch EGF-Stimulation fiihrt zur IL-3
Unabhingigkeit dieser Zellen. Dabei kann davon ausgegangen werden, dafl dies durch
eine Homodimerisierung von HER-mrk hervorgerufen wird, da Ba/F3 Zellen keine
Rezeptoren der EGF-Rezeptorfamilie exprimieren (Riese et al, 1995). Neben der bereits
bekannten Induktion der Proliferation durch die mrk-Kinase konnte im Rahmen dieser
Arbeit die Inhibierung der Apoptose durch HER-mrk gezeigt werden. Stimulation der
mrk Kinase fiihrt folglich auch zur Induktion antiapoptotischer Signalwege.

Stimulation des aus der gleichen Familie stammenden humanen EGF-Rezeptors
hingegen, wird er in Ba/F3 Zellen exprimiert, fiihrt nach Dimerisierung zwar zu
Rezeptorautophosphorylierung (Riese et al, 1996b) und DNA-Synthese (Collins et al,
1988), nicht aber zu Zellvermehrung. Die Zellen treten in die S-Phase des Zellzyklus
ein, zeigen aber keine Progression zu G2/M und teilen sich folglich nicht (Shibuya et al,
1992). Eine Heterodimerisierung des EGF-Rezeptors mit HER2 allerdings hat in Ba/F3
Zellen Proliferation und Uberleben zur Folge, woraus abgeleitet werden kann, daB
durch diese Heterodimerisierung zusitzliche fiir das Uberleben wichtige Signalwege
induziert werden (Riese et al, 1996a und b). Dariiberhinaus fiihrt Cotransfektion von
HER2 und dem EGF-Rezeptor in die Fibroblastenzellinie NIH3T3 - im Gegensatz zu
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jeweils isolierter Transfektion - zur Transformation der Zellen (Kokai et al, 1989). In
Pigmentzellen wird HER2 in Melanozyten wie Melanomen (Peris et al, 1991; Easty und
Bennett, 2000), der EGF-R hingegen sehr viel héufiger in Melanomen als in
melanozytiren Navi exprimiert (de Wit et al, 1992; Rodeck 1993). Somit konnte eine
Heterodimerisierung von HER2 und dem EGF-R neben seiner Rolle beim
Mammakarzinom (DiGiovanna et al, 1998) auch fiir die Progression des Melanoms
wichtig sein. Zwar konnte durch Verwendung monoklonaler Antikdrper gegen den
EGF-Rezeptor bei Melanomen keine Wachstumsinhibierung beobachtet werden
(Rodeck et al, 1991), was aber eine Aktivierung iiber HER2 und dadurch induzierte
gemeinsame Signaltransduktion nicht ausschlieBt. In der Fischmelanomzellinie PSM
hingegen konnte durch Verwendung des spezifischen Xmrk Tyrosinkinaseinhibitors
Tyrphostin AG555, das Wachstum der Xiphophorus Melanomzellen inhibiert werden
(Wellbrock et al, 1998a). Xmrk spielt im Xiphophorus Melanom folglich eine
entscheidende Rolle bei der Proliferation. Dies zeigen auch die Experimente mit HER-
mrk in Ba/F3 Zellen, da hier eine Aktivierung von HER-mrk zu Proliferation und
Langzeitiiberleben fiihrt. Die mrk-Kinase agiert dabei als Homodimer wie ein EGF-
R/HER2 Heterodimer. Dies macht Xmrk zu einem einzigartigen Modellrezeptor, um die

Rolle von RTKs im Melanom zu untersuchen.

Die Proliferationsstirke, aber nicht die Antiapoptose ist bei HER-mrk

exprimierenden BaF Hm Zellen abhiingig von der Rezeptordichte

Die Unterschiede in Proliferation und Langzeitiiberleben zwischen HER-mrk
exprimierenden BaF Hm Zellen und EGF-R exprimierenden BaF HER Zellen beruhten
nicht auf einer verschieden starken Rezeptorexpression in den verschiedenen Zellinien.
Auch BaF Hm Zellklone mit geringerer Rezeptordichte als die getesteten BaF HER-
Klone =zeigten bei Rezeptorstimulation im Gegensatz zu letzteren Antiapoptose.
Allerdings konnte ein Einflufl der Rezeptordichte innerhalb der Zellklone auf die Stérke
der DNA-Synthese im Hj;-Thymidineinbau festgestellt werden. Mit zunehmender
Rezeptordichte stieg der radioaktive Einbau an. Dieser Effekt war innerhalb der BaF
HER-Klone, die nur eine geringe DNA-Syntheseaktivitit besalen, gering. Stattdessen
hatte eine stirkere EGF-R Expression in BaF HER Zellen bereits eine Zunahme der
Basalaktivitdit der Rezeptoren zur Folge, die sich durch eine verstirkte
Autophosphorylierung und erhohte DNA-Synthese unstimulierter Zellen bemerkbar
machte. Moglicherweise ist dies die Folge einer erleichterten Dimerisierung der

Rezeptoren. Die Zunahme der DNA-Syntheseleistung mit ansteigender Rezeptordichte
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bei den BaF Hm-Klonen fiihrte aber nicht zu einem schnelleren Wachstum der
Zellklone. Diese war in Langzeitwachstumsstudien bei allen BaF Hm-Klonen etwa

gleich.

Serumzusatz zum Nihrmedium verstiarkt die Proliferation von Ba/F3 Zellen und

ist fiir deren Langzeitiiberleben notwendig

In den Experimenten zu Proliferation und Apoptose fiel auf, dal Serumzusatz (FCS)
zum RPMI-Medium einen EinfluB auf das Langzeitiiberleben der Zellen hat. Ohne
diesen Zusatz stimulierte Ba/F3 Zellen zeigten im Hs;-Thymidineinbau nur die Hailfte
des Einbaus von IL-3/FCS bzw EGF/FCS stimulierten Zellen. Shi et al (1997) konnten
zeigen, daf IL-3 Stimulation in Abwesenheit von Serum in Ba/F3 Zellen initial zu einer
DNA-Synthese fiihrt, die der in Anwesenheit von FCS entspricht, allerdings nach einem
Maximum bei 10 Stunden nach Stimulation stetig abfallt. FCS Zusatz ohne spezifische
Rezeptorstimulation hingegen fiihrt zu keiner signifikant gesteigerten DNA-Synthese.
Bei der Untersuchung des Apoptoseverhaltens zeigten IL-3 stimulierte Ba/F3 Zellen
bzw EGF stimulierte BaF Hm Zellen ohne FCS Zusatz DNA-Fragmentierung. FCS
scheint folglich Cofaktoren fiir eine erfolgreiche antiapoptotische Signaltransduktion zu
liefern. Zudem verzogert es die Apoptose im Vergleich zu unstimulierten Zellen, was
man daraus schlieBen kann, da3 bei der DNA-Extraktion noch groBere DNA-Fragmente
vorhanden sind. Shi et al (1997) konnten Transferrin und Lysophosphatsdure (LPA) als
zwel Faktoren ausmachen, die Serum ersetzen kénnen. Diese fithren wie Serum zu einer
Induktion der Transkription von bcl-2. Somit wird die durch den IL-3 Rezeptor
induzierte Bel-2 Expression durch im Serum enthaltene Faktoren verstérkt und konnte
dadurch das Verhéltnis zugunsten antiapoptotischer Proteine verschieben (Shi et al,
1997). Serum scheint folglich verschiedene Faktoren zu liefern, die die Proliferation

verstirken und zum Langzeitiiberleben beitragen.

5.1.2. Die mrk-Kinase und ihre Signalwege

STATS wird im Gegensatz zu STAT1 und 3 direkt durch die Kinasedoméine von
HER-mrk aktiviert

Untersuchung der STAT Aktivierung durch die carboxyterminal verkiirzten HER-mrk
Mutanten HmA1075 und HmA1006 haben Aufschlul iiber Art und Ort der STAT
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Aktivierung gegeben. Stimulation von HmA1075, eine Rezeptormutante, die nur noch
zwei substratbindende Phosphotyrosine aufweist, fiihrte wie beim kompletten HER-mrk
Rezeptor zu einer STATS Aktivierung und zwar in etwa gleicher Stérke.
Uberraschenderweise fiithrte aber auch die HmA1006 Mutante, die bei intakter
Kinasedomine keine C-terminalen Substratbindungsstellen besitzt, zu einer Aktivierung
von STATS. Diese Aktivierung war allerdings schwécher als die durch HER-mrk und
HmA1075 induzierte. Aber auch nach Stimulation dieser Mutante konnte STATS in
Fluoreszenzuntersuchungen im Kern der Ba/F3 Zellen nachgewiesen werden und fiihrte
zur Induktion der STATS5 Zielgene pim-1 und cis (Morcinek et al, 2002). Entgegen der
etablierten Vorstellung, daB die STAT-Aktivierung {iiber eine Bindung an
phosphorylierte Tyrosine am Carboxyterminus des Rezeptors erfolgt (Bowman et al,
2000), bedarf es bei der mrk Kinase folglich keiner Phosphotyrosinbindungsstelle. Das
bedeutet, daB STATS auch phosphotyrosinunabhingig an die RTK binden und direkt
durch die mrk Kinase aktiviert werden kann. Dazu palit die Beobachtung, dal STATS
mit unstimuliertem wie stimuliertem HER-mrk Rezeptor sowie mit der
Rezeptormutante HmA1006 coprézipitiert werden konnte (Morcinek et al, 2002),
allerdings nur nach Aktivierung der mrk Kinase eine Tyrosinphosphorylierung aufwies.
STATS ist demnach konstitutiv. mit HER-mrk assoziiert und wird bei
Rezeptorstimulation aktiviert. Da die STATS Aktivierung bei HmA1006 jedoch
schwidcher war als bei HER-mrk, scheinen carboxyterminale Phosphotyrosin-
bindungsstellen fiir eine volle STATS Aktivierung notig, moglicherweise indem sie die
Bindung an den Rezeptor stabilisieren. Fiir die Aktivierung von STAT1 und 3 hingegen
bedarf es carboxyterminaler Substratbindungsstellen, da die HER-mrk Mutante

HmA1006 diese nicht aktivieren konnte.

Die Daten fiir die mit Xmrk eng verwandten RTKs sind sehr widerspriichlich. Beim
EGF-R wurde in epidermalen A431 Zellen eine konstitutive Assoziation von STATI, 3
und 5 an den EGF-R mit Phosphorylierung bei Rezeptorstimulation gesehen. Dabei war
die Bindung an den Rezeptor unabhingig, aber die Phosphorylierung der STATSs
abhingig von einer funktionsfihigen SH2-Doméne (Olayioye et al, 1999), d.h. die
Phosphotyrosin/SH2-Domine-Interaktion war nicht fiir die Bindung der STAT-Proteine
an den EGF-R in A431 Zellen, aber fiir deren Aktivierung durch Phosphorylierung
wichtig. David et al (1996) hingegen konnten in NR6 Zellen (murine Fibroblasten) auch
bei EGF-R Mutanten ohne C-terminale Phosphotyrosinbindungsstellen sogar eine
Aktivierung von STATI, 3 und 5 nachweisen, wéhrend sich bei unseren
Untersuchungen an HER-mrk ein unterschiedliches Verhalten von STAT1/3 und

STATS abzeichnete. Passend zu unseren Ergebnissen fiihrten Deletionsmutanten des

- 86 -



Diskussion

EGF-Rs ohne C-terminale Phosphotyrosine in der Sequenz YXXQ in A431 Zellen zum
Verlust der STAT1 und 3 Aktivierung (Coffer und Kruijer, 1995). Auch bei HER-mrk
ist die Sequenz des juxtamembranidren Y-1061 Motivs YVNQ (Wellbrock et al, 1999).
Dies konnte somit eine Bindungsstelle fiir STAT1 und 3 darstellen, die bei der
HmA1006 Mutante nicht vorhanden ist. Diese durch verschiedene Gruppen gesehenen
Unterschiede in der STAT-Aktivierung hidngen vermutlich von den unterschiedlichen
Zellsystemen ab. Einigkeit herrscht aber in der Beobachtung, daf3 eine funktionsfdhige
Kinasedomine fiir eine STAT-Aktivierung notwendig ist. Eine Kinase-defiziente HER-
mrk Mutante flihrte genauso wenig zu einer STAT-Aktivierung (Morcinek et al, 2002)
wie Kinase-defiziente EGF-R Mutanten (Leaman et al, 1996; David et al, 1996).

In Ubereinstimmung mit den fiir Xmrk beschriebenen Befunden wurde bei
verschiedenen Zytokinrezeptoren wie dem GM-CSFRf, gp130 (IL-6 Rezeptor) und
dem Epo-R eine phosphotyrosinunabhingige STATS Aktivierung gesehen (Mui et al,
1995; Okuda et al, 1999; Fujitani et al, 1997; Damen et al, 1995). Diese war wie bei den
HER-mrk Mutanten auch bei in Ba/F3 Zellen exprimierten Epo-R Deletionsmutanten
stiarker, wenn noch ein substratbindendes Phosphotyrosin vorhanden war (Damen et al,
1995). Fujitani et al (1997) beschreiben fiir gp130 des IL-6 Rezeptors in Ba/F3 Zellen
ebenfalls zwei Wege der STAT-Aktivierung, ndmlich eine phosphotyrosinunabhingige
STATS Aktivierung iiber direkte Bindung an die JH2 Doméne der Jak Kinase sowie
eine phosphotyrosinabhdngige Aktivierung von STAT3. Die mrk Kinasedomine hat
eine hohe Ahnlichkeit mit der JH2 Domiine von Jak. STATS5 kénnte folglich direkt an
diese Kinasedoméne binden und durch diese bei Rezeptoraktivierung phosphoryliert
werden. Zwar kann eine Beteiligung von Jak-Kinasen bei dieser Bindung bisher nicht
sicher ausgeschlossen werden, es wurde aber bereits gezeigt, dal Jak-Kinasen fiir eine
STAT-Aktivierung durch RTKs wie den EGF-R und den PDGF-R nicht notwendig sind
(Leaman et al, 1996; David et al, 1996; Vignais et al, 1996). Auch bei HER-mrk ist die
Aktivierung von STATI1 und 3 abhéngig von C-terminalen Substratbindungsstellen. Das
spricht auch bei HER-mrk fiir eine unterschiedliche Weise der Assoziation und

Aktivierung dieser STAT-Proteine.

Die mrk Kinase induziert die Transkription des STAT5-Zielgenes bcl-X

Fiir den Transkriptionsfaktor STATS wird neben einer Induktion von Zellproliferation
(Mui et al, 1996; Friedmann et al, 1996; Nakamura et al, 1996; Damen et al, 1995) und
—differenzierung (Nosaka et al, 1999) in verschiedenen Zellen auch eine

antiapoptotische Wirkung diskutiert. Himatopoetische Zellen aus STAT5a/b doppel-
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defizienten Miusen, die Storungen in Grofle, Brustentwicklung, Fruchtbarkeit und eine
Immundefizienz haben (Teglund et al, 1998), z.B. zeigen ein vermehrtes apoptotisches
Absterben, das mit einer ektopen Expression des antiapoptotischen Proteins Bel-Xp, in
diesen Zellen verhindert werden kann (Kieslinger et al, 2000). Im Ba/F3 Zellsystem
wurde gezeigt, daB aktiviertes STATS neben einer Induktion der STATS-Zielgene cis
und pim-1 (Mui et al, 1996; Quelle et al, 1996) auch zu einer Induktion von bcl-X fiihrt
(Onishi et al, 1998; Dumon et al, 1999; Nosaka et al, 1999).

Northern Blot und RT-PCR Analysen haben gezeigt, da die mrk-Kinase in Ba/F3
Zellen die bcl-X Transkription induzieren kann. Interessanterweise ist auch der
HmA1006 Mutante, die zwar die Kinasedomédne aber carboxyterminal keine
substratbindenden Phosphotyrosine besitzt, eine Aktivierung von STATS in
schwécherer Form und eine Induktion der Bcl-X; Expression mdoglich. Der EGF-R
hingegen kann in diesem Zellsystem passend zur fehlenden STATS Aktivierung auch
keine bcl-X Transkription induzieren. Dariliberhinaus fiihrt eine in Ba/F3 Zellen
exprimierte dominant negative STATS5-Mutante zu einer reduzierten bcl-X
Transkription (Dumon et al, 1999). Folglich korreliert die Expression von Bel-Xi, in
Ba/F3 Zellen gut mit der Aktivitit des Transkriptionsfaktors STATS.

Neben STATS werden in Ba/F3 Zellen noch andere Signalmolekiile diskutiert, die zu
einer bcl-X Transkription fiihren, so z.B. die PI3K (Leverrier et al, 1999) und die
MAPK (Kinoshita et al, 1995b; Leverrier et al, 1997). Allerdings zeigen EGF-R
stimulierte Ba/F3 Zellen zwar eine Aktivierung der PI3K und der MAPK, nicht aber
eine bcl-X Induktion. Santos et al (2001) konnten zeigen, dass die Bcl-X;, Expression in
Ba/F3 Zellen, die TEL-Jak2 Transfusionsproteine exprimieren, weder durch den PI3K
Inhibitor Ly294002 noch durch den MAPK Inhibitor PD98059 beeinfluflit wurde.

Die Bedeutung von Bcl-Xp fiir das Uberleben von Ba/F3 Zellen hat sich in
Experimenten von Thomas et al (1998) gezeigt, bei denen durch retrovirale
Insertionsmutagenese Ba/F3-Klone erzeugt wurden, die unabhingig von IL-3
Langzeitliberleben, aber keine Proliferation zeigten. In diesen Klonen wurde durchweg
eine Uberexpression von Bcl-X; gefunden. Die Induktion der bcl-X Genexpression
allein ist allerdings nicht ausreichend, um Langzeitiiberleben in Ba/F3 Zellen zu
sichern. So fiihrt Stimulation der noch bcl-X Transkription induzierenden HER-mrk
Mutante HmA1006 in Ba/F3 Zellen nicht zum Langzeitiiberleben. Dies palit zu
Beobachtungen anderer Gruppen, die bei Uberexpression von Bcl-X; in Ba/F3 Zellen
zwar eine verzogerte Apoptose, nicht aber Langzeitiiberleben beobachtet haben
(Kuribara et al, 1999; Mathieu et al, 2001).
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Stimulation des HER-mrk Rezeptors fiihrt zur Induktion der Transkription von
bcl-2 und mcl-1 in Ba/F3 Zellen

Weitere antiapoptotische Proteine aus der Bcl-2 Familie, bei denen eine Beteiligung bei
Signalkaskaden in Ba/F3 Zellen bekannt ist, sind Bcl-2 und Mcl-1. Thre Transkription in
Ba/F3 Zellen wird durch Stimulation des IL-3 Rezeptors induziert (Kinoshita et al,
1995a; Miyazaki et al, 1995; Wang et al, 1999). Zwar gibt es vereinzelt Autoren, die
berichten, daf} sie keine Induktion von bcl-2 durch den IL-3 Rezeptor in Ba/F3 Zellen
gesehen haben, doch unterscheiden sich deren Experimente im Zeitfenster. So hat
Leverrier et al (1997) z.B. die bcl-2 Transkription in der Northern Blot Analyse 1,5h
nach IL-3 Stimulation untersucht, wihrend das Transkript in den hier durchgefiihrten
RT-PCRs erst nach 3 h darstellbar war. Auch die mrk-Kinase fiihrt im Gegensatz zum
EGF-R in Ba/F3 Zellen zu einer Induktion von bcl-2, allerdings mit 6h nach Stimulation
langsamer als der IL-3 Rezeptor. Und sogar die C-terminal verkiirzte HER-mrk Mutante
HmA1006 ist dazu in der Lage, was die Frage nach den beteiligten Signalketten
aufwirft.

Denkbar wire eine Induktion von bcl-2 iiber den Transkriptionsfaktor STATS, da der
bcl-2 Promotor wie das bcl-X Gen fiir diesen Transkriptionsfaktor eine
Bindungssequenz enthilt. Im Ba/F3 Zellsystem sind die Daten dazu unterschiedlich:
Lord et al (2000) beschreiben zwar eine Induktion von bcl-X, bcl-2 und c-myc bei
STATS5 Uberexpression, allerdings weisen die meisten Daten darauf hin, daB dieser
Weg in Ba/F3 Zellen nicht entscheidend ist. Konstitutiv aktives STATS fiihrte bei
Nosaka et al (1999) nicht zu einer stirkeren Bcl-2 Expression und dominant negatives
STATS konnte eine bcl-2 Induktion bei Stimulation des IL-3 Rezeptors nicht
verhindern (Dumon et al, 1999).

Ein weiterer diskutierter Signalweg ist die Induktion von bcl-2 iiber Ras. So zeigten
GM-CSFR-B.-Mutanten, die keine MAPK aktivieren kdnnen, in 32D Zellen keine Bcl-2
Expression, wihrend aktiviertes Ras die bcl-2 Transkription induzierte (Kinoshita et al,
1995a). Da allerdings auch die HER-mrk Mutante HmA1006 bcl-2 induziert, aber nicht
den Shc/MAPK-Weg aktiviert, mul} die bcl-2 Induktion bei der mrk Kinase iiber einen
anderen Signalweg ablaufen. Mdglich wire eine Beteiligung des PI3K-Weges, da dieser
auch von HmA1006 aktiviert wird. Ahmed et al (1997) haben anhand des IL-2Rf in
Ba/F3 Zellen gezeigt, daB dieser iiber eine Aktivierung der PI3K und Akt zu einer bcl-2
Induktion fiihrt. Allerdings fiihrt eine durch den EGF-R induzierte Aktivierung der
PI3K und von Akt in Ba/F3 Zellen nicht zu einer bcl-2 Induktion (Miyazaki et al, 1995;
Shi et al, 1997). Eine weitere Moglichkeit wire aber auch ein zur bcl-2 Transkription

fiihrender Signalweg, der direkt iiber die mrk-Kinase Domine mit JH2-dhnlicher

-89 _



Diskussion

Struktur aktiviert wird, da auch konstitutiv aktives Jak2 in Ba/F3 Zellen zu einer Bcl-2
Expression fiihrt (Sakai et al, 1997).

Der Einsatz der Inhibitoren Rapamycin und Wortmannin konnte weiterhelfen, den
tatsdchlich durch die mrk Kinase genutzten Signalweg einzugrenzen. Rapamycin fiihrt
in Ba/F3 Zellen neben einer Inhibition der p70S6K zu einer Inhibition der bcl-2
Transkription (Miyazaki et al, 1995). Wortmannin hingegen konnte eine Beteiligung der
PI3K an der bcl-2 Induktion aufzeigen. Interessanterweise fithren beide Inhibitoren in
Ba/F3 Zellen zwar zu einer Hemmung in der Zellproliferation, aber nur Wortmannin
auch zu einer Apoptose der Zellen (Wang et al, 1999). Somit spielt Bel-2 im Ba/F3
Zellsystem moglicherweise eine untergeordnete Rolle. Wie bei Bcl-X; fiihrt eine
Uberexpression von Bcl-2 zwar zu einer Verzdgerung der Apoptose, nicht aber zu
einem Langzeitiiberleben der Zellen (Miyazaki et al, 1995; Mathieu et al, 2001). In
durch virale Insertionsmutagenese erzeugten Ba/F3-Klonen hingegen, die keine
Proliferation, aber Langzeitiiberleben zeigten, hat man stets eine Uberexpression von
Bcl-X;, nicht aber von Bcl-2 gefunden (Leverrier et al, 1999). Auch kdnnen im
Gegensatz zu Bcl-X, von Bcl-2 nur geringe mRNA und Proteinmengen in Ba/F3 Zellen
nachgewiesen werden (Kinoshita et al, 1995a). Diese geringe Expression von Bcl-2
erschwerte die Untersuchung eines weiteren Aspektes der Bel-2 Aktivierung. So héngt
die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 neben dessen Expressionsstirke auch mit
dessen Serinphosphorylierung zusammen (May et al, 1994). Der Nachweis dieser
Aktivierung von Bcl-2 war anhand von Bcl-2 Immunprézipitation und der Anwendung
Phosphoserinspezifischer Antikorper in der Western Blot Analyse nicht moglich. Fiir
die Untersuchung dieses Aspektes scheint eine Bcl-2 Uberexpression in Ba/F3 Zellen

ndtig, wie sie May et al (1994) zum Nachweis der Phosphorylierung genutzt haben.

Neben der Induktion von bcl-2 gibt es durch Untersuchungen auf Proteinebene erste
Hinweise, dafl die mrk-Kinase auch eine Mcl-1 Expression induziert. In verschiedenen
Zellen sind vielfiltige Signalwege iiber die PI3K, die MAPK (Huang et al, 2000) oder
Jak/STAT (Puthier et al, 1999) beschrieben, die zu einer mcl-1 Transkription fiihren. Im
Ba/F3 Zellsystem diskutiert man die Beteiligung eines PI3K abhingigen Signalwege
iiber eine Aktivierung von Akt und folgender CREB-Bindung an den CRE-Promotor
von mcl-1 und eines PI3K unabhéngigen Signalweges iiber eine SIE Promotorsequenz
des Gens (Wang et al, 1999). Diese Wege konnten auch bei Xmrk zu einer mcl-1
Induktion fiihren, was man durch den FEinsatz geeigneter Inhibitoren wie z.B.
Wortmannin herausfinden konnte. Wihrend Wortmannin zu einem Einleiten der

Apoptose in Ba/F3 Zellen fiihrt, die etwa dem Verhalten unter IL-3 Entzug entspricht,
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und zu einer Hemmung der mcl-1 Transkription, kann konstitutiv aktive Akt Kinase
oder eine Uberexpression von Mcl-1 den Zellen kein Langzeitiiberleben vermitteln
(Wang et al, 1999). Der PI3K-Weg scheint somit notwendig, aber nicht ausreichend fiir
die Antiapoptose und ein Zusammenspiel verschiedener Signalwege ist deshalb

wahrscheinlich.

5.1.3. Antiapoptotische und mitogene Signalwege der mrk-Kinase

Um AufschluB3 iiber die fiir Proliferation und Aufrechterhaltung der Antiapoptose durch
die mrk Kinase wichtigen Signalwege zu bekommen, wurden diese anhand der in Ba/F3
Zellen exprimierten Rezeptoren EGF-R, HER-mrk und der Mutanten HmA1006 und
HmA1075 untersucht. Fiir die Differenzierung von mitogenen und antiapoptotischen
Signalwegen in Ba/F3 Zellen war v.a. die HmA1006 Mutante von Interesse, die zwar
eine intakte Kinasedoméne, aber keine substratbindenden Phosphotyrosine besitzt.
Ba/F3 Zellen, die HmA1006 exprimieren, zeigen bei Rezeptorstimulation eine DNA-
Synthese, die etwa 2/3 der von BaF Hm Zellen entspricht. Diese ist folglich bedeutend
starker als die von BaF HER Zellen. Allerdings fiihrt auch die DNA-Synthese in BaF
HmA1006 Zellen nicht zur Zellvermehrung und die Zellen werden wie EGF-R
exprimierende Ba/F3 Zellen apoptotisch. Die néchst ldngere Rezeptormutante
HmA1075 besitzt zwei substratbindende Phosphotyrosine und zeigt in Proliferation und
Langzeitliberleben ein Bild wie der komplette HER-mrk Rezeptor. Zwei
substratbindende Phosphotyrosine und die durch diese induzierten Signalwege sind
folglich fiir eine erfolgreiche mitogene und antiapoptotische Signaltransduktion

ausreichend.

In Abbildung 29a sind die nun bekannten Signalwege von HER-mrk, der
Rezeptormutante HmA1006 und des EGF-Rezeptors dargestellt, die fiir alle drei
Rezeptoren untersucht wurden. Wihrend die Stimulation von HER-mrk die
Antiapoptose der Ba/F3 Zellen gewihrleistet, reichen die durch HmA1006 und den
EGF-R induzierten Signalwege dafiir nicht aus. Interessanterweise induzieren
HmA1006 und der EGF-R aber unterschiedliche Signalwege, die zwar zu DNA-

Synthese, in der jeweiligen Kombination aber nicht zu Langzeitiiberleben fiihren.

_9] -



Diskussion

HER-mrk HmA1006 EGF-R

mcl-1 bcl-2

975
1011

1061

1081

1107

1132

1170 1188
HER-mrk

STAT5/bcl-X
—p PBK

bcl-2/mel-1
MAPK

Y1011

1061 P STAT1/3
c-myc

A1075

Die Rolle von c-myc

Abb.29:

(a) Signaltransduktionsmodell fiir die
Rezeptoren HER-mrk, der C-terminal
verkiirzte Rezeptormutante HmA1006 und
den EGF-R in Ba/F3 Zellen.

Wihrend HER-mrk alle dargestellten
Signalwege induziert, aktiviert HmA1006
STAT1 und 3 und die MAPK nicht und
induziert keine c-myc Expression. Der
EGF-R hingegen fiihrt zu keiner STATS
Aktivierung und kann neben den STATS
Zielgenen auch die Gene mcl-1, bcl-2 und
c-myc nicht induzieren.

(b) Zuordnung der durch die mrk Kinase
induzierten Signalwege zum Rezeptor.
HmA1075 kann in Ba/F3 Zellen alle fiir
Proliferation und Uberleben wichtigen
Signalwege einleiten. Wéhrend die
Aktivierung des MAPK-Weges und von
STAT1 und 3 sowie die Induktion von c-
myc des C-terminalen Endes von mrk
bediirfen, konnen STATS5 und die PI3K
sowie die Genexpression von bcl-2 und
mcl-1 durch die Kinasedoméine direkt
aktiviert werden.

Vergleicht man die verschiedenen Signalwege, die durch HmA1006 und den EGF-R

aktiviert werden, so fillt auf, dal c-myc von beiden im Gegensatz zu HER-mrk nicht
induziert wird (Shibuya et al, 1992; Morcinek et al, 2002) und man konnte folglich
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schlieBen, daBB c-Myc in der Antiapoptose eine wichtige Rolle spielt. Fiir c-Myc ist im
Ba/F3 Zellsystem gezeigt worden, daB eine Uberexpression nicht zum
Langzeitiiberleben der Zellen fiihrt (Miyazaki et al, 1995), c-Myc Uberexpression plus
Stimulation des EGF-Rezeptors hingegen schon (Shibuya et al, 1992). Ebenso zeigte
Stimulation einer Deletionsmutante des Thrombopoetin Rezeptors (c-mpl) in Ba/F3
Zellen, daf} eine Induktion des MAPK-Weges, der PI3K und von c-fos und c-myc
Langzeitiiberleben vermitteln kann. Eine Inhibition der PI3K mit Wortmannin hingegen
fiihrte in die Apoptose (Dorsch et al, 1997). Dariiberhinaus konnte eine IL-2Rp-
Mutante, die bcl-2, c-myc und den MAPK-Weg induziert, ebenfalls keine Antiapoptose
vermitteln (Zamorano et al, 1998). Um diese zu gewahrleisten, ist folglich neben einer
MAPK-Aktivierung eine Aktivierung des PI3K-Weges und eine Induktion von c-myc
notig. Allerdings ist c-Myc scheinbar durch andere antiapoptotische Signalwege
ersetzbar, denn umgedreht konnte durch den Tyrosinkinaseinhibitor Genistein die 1L-3
Rezeptor induzierte c-Myc Expression in Ba/F3 ohne Folgen auf das Zelliiberleben
inhibiert werden. Es zeigte sich aber eine Reduktion der DNA-Syntheseleistung der
Zellen (Kinoshita et al, 1995a). C-Myc scheint folglich seine Rolle in der Induktion der
Zellproliferation zu haben und es wird ihm eine Funktion bei der Zellzyklusprogression
zugeschrieben (Shibuya et al, 1992). Eine fehlende c-Myc Expression durch HmA1006
und den EGF-R konnte somit die fehlende Zellvermehrung bei noch erhaltener DNA-

Syntheseleistung erklaren.

Die Rolle der PI3K

Der PI3K-Weg hingegen scheint fiir die Erhaltung der Antiapoptose eine wichtige Rolle
zu spielen. So wurde neben einer Bel-X; Uberexpression auch konstitutiv aktives Akt in
durch virale Insertionsmutagenese hergestellten IL-3 unabhéngigen Ba/F3 Zellklonen
gefunden (Mathieu et al, 2001). Dariiberhinaus flihrte Inhibition von IL-3 stimulierten
Ba/F3 Zellen mit dem PI3K Inhibitor Wortmannin oder Ly294002 zur Apoptose der
Zellen (Wang et al, 1999; von Gise et al, 2001; Rosa Santos et al, 2000). Die Daten
iiber Experimente mit Expression dominant negativer Proteine in Ba/F3 Zellen sind
hingegen widerspriichlich. Dominant negatives Akt fiihrte bei von Gise et al (2001) in
Ba/F3 Zellen zur Apoptose, wihrend dominant negative PI3K bei Craddock et al (1999)
keinen Effekt zeigte. Eine in Ba/F3 Zellen exprimierte Rezeptorchimére aus EGF-R
extrazelluldr und der Leukozytentyrosinkinase (LTK) intrazelluldr, die bei Stimulation
zum Langzeitiiberleben der Zellen fiihrt, 146t diese bei Mutation der fiir die PI3K-
Aktivierung ndtigen Phosphotyrosinbindungstelle hingegen apoptotisch werden (Ueno
et al, 1997). Ein fiir die Antiapoptose wichtiger Weg der PI3K-Aktivierung scheint die
Phosphorylierung des apoptotischen Proteins Bad durch Akt zu sein, das dadurch von
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14-3-3 Protein gebunden wird und deshalb nicht mehr mit Bcl-X oder Bcl-2
dimerisieren und dieses so inhibieren kann (Datta et al, 1999). Der Nachweis dieser
Bad-Phosphorylierung gestaltet sich jedoch als schwierig und konnte in Ba/F3 Zellen
im Rahmen dieser Arbeit und auch durch andere Gruppen (Kuribara et al, 1999;
Mathieu et al, 2001) trotz nachgewiesener Akt-Phosphorylierung nicht detektiert
werden. Eine Aktivierung des PI3K-Weges alleine gewéhrleistet allerdings nicht die
Antiapoptose der Zellen, da der EGF-R und HmA1006 in Ba/F3 Zellen kein

Langzeitiiberleben vermitteln.

Die Rolle von STAT5

Die Bedeutung von STATS fiir das Zelliiberleben konnte in verschiedenen
Experimenten gezeigt werden. So fiihrt eine dominant negative STATS5 Mutante in
Ba/F3 Zellen zu einer Hemmung der Zellproliferation und einem Ansteigen
apoptotischer Zellen (Mui et al, 1996; Dumon et al, 1999). In Ber-Abl transformierten
Ba/F3 Zellen schiitzt eine hohe konstitutive STATS-Aktivitit die Zellen vor Etoposid-
oder durch Serumentzug induzierter Apoptose (Ahmed et al, 1998). Andere Autoren
haben gezeigt, dall eine konstitutiv aktive STATS5-Mutante in Ba/F3 Zellen zu IL-3
Unabhingigkeit fiihrt (Onishi et al, 1998; Nosaka et al, 1999). Warum die STATS-
Aktivierung in BaF HmA1006 Zellen im Gegensatz dazu nicht fiir eine Antiapoptose
ausreicht, kann verschiedene Ursachen haben. Mdglicherweise ist dies auf eine stirkere
STATS Aktivitdt der konstitutiv aktiven STATS5-Mutante verglichen mit der nach
Stimulation von HmAI1006 zuriickzufiihren oder aber es handelt sich um eine
sogenannte gain-of-function Mutation, die zusétzliche Signalwege induziert. So fiihrte
die konstitutiv aktive STATS5-Mutante bei Nosaka et al (1999) in Ba/F3 Zellen neben
einer Induktion von bcl-X und pim-1 auch zu einer Induktion von c-myc. Die HER-mrk
Rezeptormutante HmA1006 ist dazu nicht in der Lage (Morcinek et al, 2002). Auch bei
leukdmieassoziierten TEL-JAK Fusionsproteinen, die Ba/F3 Zellen autonomes
Wachstum verleihen, hat man neben konstitutiv aktivem STATS eine Induktion weiterer
Signalwege wie c-myc, c-fos und c-jun gefunden (Lacronique et al, 2000). CD16/Jak2
Chimdren filhren in Ba/F3 Zellen nach Crosslinking iiber CD16 Antikorper
dartiberhinaus zur Aktivierung des Shc/MAPK-Weges (Sakai et al 95).

Aber auch STAT]1 und 3 scheinen eine Rolle bei der Antiapoptose zu spielen. HER-mrk
und der IL-3 Rezeptor vermitteln Langzeitiiberleben und aktivieren die STAT-Proteine
1, 3 und 5. Der EGF-R und HmA1006 hingegen, die die Apoptose der Ba/F3 Zellen
nicht verhindern kdnnen, aktivieren nur jeweils einen STAT-Weg, ndmlich der EGF-R
STAT1 und 3 und HmA1006 STATS. Folglich reicht die Aktivierung eines dieser

Signalwege fiir ein Zelliiberleben nicht aus. Demoulin et al (1999) konnten mit 1L-9
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Rezeptormutanten in Ba/F3 Zellen zeigen, dal Mutanten, die entweder STATS oder
STAT1/3 nicht aktivieren konnen, dennoch zum Langzeitiiberleben von Ba/F3 Zellen
fiihren, wihrend Mutanten, die weder STAT1/3 noch STATS aktivieren, die Apoptose
nicht verhindern kénnen (Demoulin et al, 1999). Folglich mu3 zumindest einer der
beiden STAT-Wege fiir ein Langzeitiiberleben aktiviert werden, was die entscheidende
Rolle der STAT-Proteine in der antiapoptotischen Signaltransduktion zeigt. Allerdings
miissen dariiber hinaus noch andere Signalwege aktiviert werden, um das
antiapoptotische Signaling zu vervollstindigen. Die HER-mrk Rezeptormutante
HmA1006 und auch der EGF-R aktivieren neben STAT-Proteinen auch die PI3K, deren
wichtige Rolle fiir die Antiapoptose bereits diskutiert wurde. Beide Wege zusammen
reichen jedoch noch nicht fiir ein Langzeitiiberleben der Zellen aus. Es mul} folglich

noch ein dritter Signalweg angeschalten werden.

Die Rolle der MAPK

Da die HER-mrk Rezeptormutante HmA1006 nicht in der Lage ist, den MAPK-Weg zu
aktivieren stellte sich die Frage, ob eine Aktivierung des MAPK-Weges die
antiapoptotische Signaltransduktion komplettieren wiirde. Fiir den MAPK-Weg wird
neben der Induktion mitogener Signale ebenfalls eine antiapoptotische Funktion
diskutiert (Jarpe et al, 1998). So konnten Ba/F3 Zellen, die eine IL-3 Rezeptormutante
exprimieren, die keine MAPK aktivieren und den Zellen kein Langzeitiiberleben
vermitteln kann, durch aktiviertes Ras gerettet werden (Kinoshita et al, 1995a).
Dartiiberhinaus fiihrt eine in Ba/F3 Zellen exprimierte dominant negative MEK-Mutante
zum Absterben der Zellen unter IL-3 Stimulation, wihrend eine konstitutiv aktive MEK
die Apoptose bei IL-3 Entzug verzdgert, aber nicht aufhalten kann (von Gise et al,
2001). Diese tiber ein Retrovirus eingebrachte konstitutiv aktive MEK wurde in BaF
HmA1006 exprimiert (BaF HmA1006AStu) und das Verhalten der Zellen beziiglich
Langzeitiiberleben beobachtet. Tatsdchlich erginzte die Aktivierung des MAPK-Weges
die Signaltransduktion von HmA1006 so, daB3 die diesen Rezeptor exprimierenden
Ba/F3 Zellen nun unter EGF-Stimulation proliferierten und {iberlebten (Morcinek et al,
2002). Es scheinen somit STATS und die MAPK in der antiapoptotischen und
mitogenen Signaltransduktion zusammenzuwirken. Dazu gibt es auch vielfdltige
Hinweise in der Literatur: So flihren IL-beta.-Rezeptormutanten, die Ba/F3 Zellen
faktorunabhingig machen, zu einer Aktivierung von STATS und der MAPK (Jenkins et
al, 1998). Ebenso aktivieren CD16/Jak2 Chimiren, die in Ba/F3 Zellen {iber eine
konstitutiv aktive Jak-Kinase Langzeitiiberleben vermitteln, STATS sowie die MAPK
(Sakai et al, 1995). Stimulation einer transgen in Ba/F3 Zellen exprimierten F1t3-RTK
filhrt zur Aktivierung der MAPK, nicht aber zur Aktivierung von STATS, was eine
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Verzogerung, aber keine Unterdriickung der Apoptose zur Folge hat. Eine haufig in
AML-Blasten gefundene mutierte konstitutiv aktive FIt3-RTK hingegen, die Ba/F3
Zellen autonomes Wachstum verleiht, aktiviert beide Wege - die MAPK und STATS
(Hayakawa et al, 2000).

Wie diese Interaktion von STATS und der MAPK aussieht, ist noch nicht genau
untersucht worden. Diskutiert wird zum einen, dal die MAPK {iber eine
Serinphosphorylierung von STATS dessen Transkriptionsaktivitdt reguliert (Beadling et
al, 1996), zum anderen soll der MAPK-Weg auch die Transkription des STATS-
Zielgenes bcl-X induzieren (Kinoshita et al, 1995b; Leverrier et al, 1997). In BaF
HmA1006 Zellen aber konnte durchaus eine dem HER-mrk Rezeptor ebenbiirtige
Transkription der STATS-Zielgene bcl-X, cis und pim-1 nachgewiesen werden, obwohl
die HmA1006 Mutante nicht die MAPK aktiviert. Deshalb ist ein Zusammenwirken
durch die Genexpression verschiedener antiapoptotisch wirkender Proteine
wahrscheinlich.

Natiirlich konnte in BaF HmA1006AStu Zellen auch eine Interaktion von Bcl-2 statt
STATS/Bcel-X;. mit der MAPK fiir die Antiapoptose verantwortlich sein. Dies konnte
man durch Einsetzen des Inhibitors Rapamycin kldren, der die Expression von Bcl-2
inhibiert. Allerdings fand Zamorano et al (1998), da3 eine IL-2Rp-Mutante, die kein
STATS, aber bcl-2, c-myc und die MAPK induziert bzw aktiviert, in Ba/F3 Zellen nicht
die Apoptose verhindern kann. Somit reicht eine Aktivierung von Bcl-2 und der MAPK
nicht fiir Antiapoptose aus. Ob hier jedoch auch eine Aktivierung der PI3K bestand, ist

allerdings nicht untersucht worden.

In Zusammenschau verschiedener in Ba/F3 Zellen beschriebener Rezeptor-Signalweg-
Varianten (siehe Ubersicht Abb.30) kann folglich festgehalten werden, daB fiir die
antiapoptotische Signaltransduktion in Ba/F3 Zellen eine Interaktion von mindestens
drei Signalwegen notwendig ist. Dabei wurde bei allen in Ba/F3 Zellen exprimierten
Rezeptortypen/-mutanten, die Langzeitiiberleben vermitteln, eine Aktivierung des
MAPK- und des PI3K-Weges gefunden (oder nicht beide untersucht). Wird einer dieser
beiden Signalwege nicht induziert oder inhibiert, werden die Zellen apoptotisch
(Kinoshita et al, 1995a; Ueno et al, 1997; Okuda et al, 1999; Wang et al, 1999).
Allerdings reicht die Aktivierung dieser beiden Signalwege nicht aus, um die Apoptose
der Zellen zu verhindern, da der EGF-R in Ba/F3 Zellen zwar beide aktiviert, aber kein
Langzeitliberleben vermitteln kann (Shibuya et al, 1992). Es ist folglich noch ein dritter
Signalweg zur Vervollstindigung der antiapoptotischen Signaltransduktion in Ba/F3
Zellen entscheidend. Neben einer Induktion von c-myc (Shibuya et al, 1992; Dorsch et
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al, 1997) ist dies meist die Aktivierung des STATS5-Signalweges (Sakai et al, 1995;
Jenkins et al, 1998; Hayakawa et al, 2000).

Langzeitiiberleben
Rezeptor ~ |CD16/Jak2 | HmA1006AStu | EGF-R + ¢-Myc l];hl\r{"l:‘t‘;’lft‘:’&t‘l‘)‘l')
Signalwege |STATS STATS STAT1/3, nicht 5 | keine STATs

MAPK MAPK MAPK MAPK
PI3K PI3K PI3K PI3K
kein c-myc kein c-myc c-myc c-myc

Zitat Sakai et al Morcinek et al | Shibuya et al Dorsch et al
(1995) (2002) (1992) (1997)
Dijkers et al
(1999)

Apoptose

Rezeptor IL-4R HmA1006 EGF-R

Signalwege |STATS STATS STAT1/3, nicht 5
keine MAPK  |keine MAPK | MAPK
PI3K PI3K PI3K
c-myc kein c-myc kein c-myc

Zitat Leverrier etal | Morcinek et al | Shibuya et al
(1997) (2002) (1992)
Lischke et al Morcinek et al
(1998) (2002)
Hinton et al
(1999)

Abb.30: Vergleich verschiedener in Ba/F3 Zellen exprimierter Rezeptoren beziiglich ihrer
Signaltransduktion und deren Effekt: Langzeitiiberleben oder Apoptose
Die (im Text) diskutierten Signalwege, die fiir Antiapoptose zwingend notwendig sind, wurden fett
gedruckt. Dies sind immer die Aktivierung der PI3K und der MAPK und eines dritten Signalweges. Nach
Analyse der bisher verdffentlichten Daten scheint entweder c-myc oder STATS zur Vervollstindigung
des antiapoptotischen Signals nétig. Untersuchte Signalwege, die nicht aktiviert werden sind durch ,.kein®
in der Tabelle gekennzeichnet.
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5.2. Signaltransduktion in Pigmentzellen

HER-mrKk fiihrt auch bei Expression in murinen Melanozyten zur Aktivierung des
STATS/Bel-Xy, Signalweges

Da in der Fischmelanomzellinie PSM eine starke konstitutive Aktivitit von STATS
gefunden wurde (Wellbrock et al, 1998b; Baudler et al, 1999), die mit der Expression
von Xmrk und der Malignitdt der Melanome korreliert (Wellbrock et al, 1998b), stellte
sich die Frage, ob die mrk Kinase auch in Pigmentzellen zur STATS Aktivierung fiihrt.
Expression und Stimulation des HER-mrk Rezeptors mit EGF in melan-a Hm Zellen
fiihrt zum neoplastischen Phidnotyp der Melanozyten mit verstirkter Proliferation,
Verlust der Kontakthemmung und Dedifferenzierung, was sich u.a. durch den Verlust
der Pigmentierung der Zellen zeigt (Wellbrock et al, 2002). Unter TPA/Choleratoxin
kultivierte wildtypische melan-a Zellen hingegen zeigen einen differenzierten Phénotyp
mit Melaninproduktion. Untersuchung des STATS5/Bcl-X; Signalweges ergab, dal in
melan-a Hm Zellen Stimulation von HER-mrk neben der Aktivierung von STATS (C.
Wellbrock, personliche Mitteilung) zu einer starken Induktion der bcl-X_ Transkription
nach 4h fiihrt. In mit TPA/Choleratoxin behandelten wildtypischen melan-a Zellen wird
Bcl-Xp hingegen kaum exprimiert. Auch Arita et al (2000) konnten zeigen, dass TPA in
Melanozyten zwar bcl-2, nicht aber bcl-X induziert. Eine Expression von Bcl-X; konnte
somit eine  entscheidende Rolle in den  frithen  Teilschritten  des

Transformationsprozesses von Pigmentzellen spielen.

STATS ist in humanen Melanomzellinien konstitutiv aktiv

Basierend auf den Ergebnissen in murinen Melanozyten und der Fischmelanomzellinie
PSM war es naheliegend, die Aktivierung des Transkriptionsfaktors STATS in humanen
Melanomen zu untersuchen, v.a. da bekannt ist, dass im Melanom neben Bcl-2 auch
Bcl-X sehr hdufig tiberexprimiert wird (Leiter et al, 2000).

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten humanen Melanomzellinien Bro, D10,
Sk-Mel28 und A375 wurde durchweg eine konstitutive Aktivitdt von STATS gefunden,
wéhrend STAT1 und 3 in den verschiedenen Zellinien ein heterogenes Aktivitdtsmuster
zeigen und insgesamt nur gering aktiviert werden. So liegt STAT1 in A375 und Sk-
Mel28 Zellen z.T. aktiviert vor, nicht aber in Bro und D10. Wahrend A375 Zellen und
Sk-Mel28 IFN-sensibel sind, ist von D10 Zellen deren IFN-Resistenz bekannt (Pansky
et al, 2000). Da STATI1 eine wichtige Rolle als Signaliibertragungsmolekiil der IFN-
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Rezeptoren zukommt, konnte die Aktivitdit von STATI ein Hinweis auf das
Funktionieren dieses Signalweges und somit auch der IFN-Sensibilitdt von Melanomen
sein. STAT3 hingegen liegt in A375 und D10 Zellen, nicht aber in Sk-Mel28 und Bro
aktiviert vor. Fiir A375 Zellen wurde somit neben der Aktivierung von STATS auch
eine DNA-Bindung von STAT1 und 3 — wenn auch schwécher — nachgewiesen. Dies
steht im Gegensatz zu Ergebnissen von Kortylewski et al (1999), die mittels EMSA
(Electromobility shift assay) keine basale Aktivitdt von STAT1 und 3 in A375 Zellen
gefunden haben. Allerdings konnte die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene
Aktivierung von STAT1 und 3 in den verschiedenen Zellinien moglicherweise auf der
hohen Sensitivitdit der Purifikationsmethode mit Matrix-gebundenen spezifischen
Oligonukleotiden beruhen. In Immunfluoreszenzuntersuchungen konnte keine nukledre
Lokalisation von STATI in den humanen Melanomzellinien gezeigt werden. Fiir
STATS hingegen bestitigten sich dessen Aktivierung in den meisten getesteten
Melanomzellinien durch die Lokalisation von STATS im Zellkern. Dabei war die
Verteilung zwischen nukledrem und zytoplasmatischen STATS in den verschiedenen
Zellinien allerdings unterschiedlich. So war STATS in Bro und A375 Zellen fast nur im
Zellkern detektierbar, wihrend in D10 und Sk-Mel28 Zellen auch eine zytoplasmatische
Féarbung nachweisbar war (Wellbrock, nicht veroffentlicht).

Bisher wurden fiir humane Melanome v.a. Daten beziiglich der Proteine STAT1 und 3
erhoben, die aufgrund ihres inhibierenden Einflusses auf das Melanomwachstum das
Interesse auf sich gezogen haben (Kortylewski et al, 1999; Lazar-Molnar et al, 2000).
Zum einen wird ein wachstumsinhibierender Effekt durch Interferon (IFN) und seinen
Rezeptor beschrieben, indem {iiber eine Rekrutierung von Jakl und Tyk2 die STAT-
Proteine STATI1 und 2 phosphoryliert und damit aktiviert werden. Nach Bindung an
p48 bilden diese den Transkriptionsfaktor ISGF3, translozieren in den Zellkern und
filhren dort zur Transkription von Genen mit einer ISRE (IFN-stimulated response
element) Bindungsstelle im Promotor (Boehm et al, 1997). In Melanomen
fortgeschrittenen Stadiums wurden Mutationen gefunden, die zu einem defizienten
IFN/STAT Signalweg fithren und so zu einer IFN-Resistenz. Dabei scheint v.a. eine
reduzierte STAT1 Expression von entscheidender Bedeutung (Wong et al, 1997; Pansky
et al, 2000). IFN-Resistenz aufgrund einer STAT1 Defizienz wurde aber auch in
anderen Tumoren, wie kutanen T-Zellymphomen (Sun et al, 1998) und dem
Mammakarzinom (Kolla et al, 1996) beschrieben. Zum anderen wird auch STAT3 im
Melanom eine wachstumsinhibierende Funktion zugeschrieben. Stimulation der gp130
Rezeptorkette durch Zytokine vom Typ des IL-6 (z.B. IL-6, OSM) fiihrt iiber die Jak-
Kinasen Jakl1,2 und Tyk2 zur Aktivierung von STATI1 und 3 (Stahl et al, 1995;
Gerhartz et al, 1996), wobei in A375 Zellen gezeigt wurde, dal STAT3 einen stirkeren
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antiproliferativen Effekt hat als STATI. Dabei fiihrt STAT3 zu einer Induktion des
Cyclin-abhéngigen Kinaseinhibitors p27/Kip1 und damit zu einem Zellzyklusstop in der
G1-Phase (Fontaine et al, 1998; Kortylewski et al, 1999). P27/Kipl und auch ein
weiterer Cyclin-abhingiger Kinaseinhibitor p21/WAF1 sind in IL-6 resistenten
Melanomzellinien héufig nicht oder nur gering exprimiert und kdnnten so durch
fehlende Hemmung die Proliferation fordern (Kortylewski et al, 1999; Florenes et al,
1999).

In Ba/F3 Zellen konnte gezeigt werden, dafl die Expression von dominant negativem
STAT1 die wachstumsinhibierende Wirkung des IFNs sogar umkehrt, d.h. dafl IFN die
Proliferation der Zellen dann sogar fordert und den physiologischen Ba/F3-
Wachstumsfaktor IL-3 ersetzen kann (Asao und Fu, 2000). Somit wird ein zundchst
hemmendes Medikament durch eine erworbene STATI1 Defizienz zu einem
Wachstumsfaktor, was im Hinblick auf das breite Spektrum der IFN-Therapie bei
Malignomen wie auch dem Malignen Melanom alarmierend ist. Tatsdchlich aber konnte
gerade das in Ba/F3 Zellen ebenfalls durch IFN aktivierte STATS (Jaster et al, 1999) fiir
die Proliferation dieser Zellen bei IFN-Stimulation eine wichtige Rolle spielen.

Die Bedeutung von STATS fiir Proliferation und Antiapoptose von Melanomzellen hat
sich in Experimenten gezeigt, bei denen A375 Zellen mit dominant negativem STATS
transient transfiziert wurden, bei dem der C-terminale Anteil von STATS5 durch GFP
(griin fluoreszierendes Protein) ersetzt ist. Dies fiihrte nach 1-2 Tagen im Gegensatz zur
Kontrolltransfektion mit reinem GFP zu einer Inhibition der Zellproliferation um etwa
80% und einem dramatischen Ansteigen an apoptotischen Melanomzellen. Nach 4
Tagen war keine STATS-GFP exprimierende Zelle mehr detektierbar, wohingegen
reines GFP exprimierende Zellen unbeeinflusst waren (Wellbrock, nicht verdffentlicht).
STATS scheint folglich im Gegensatz zu der wachstumsinhibierenden Funktion von
STAT1 und 3 eine proliferationsférdernde Rolle in humanen Melanomzellinien zu
spielen und dariiberhinaus auch eine herausragende Rolle fiir die Unterdriickung der
Apoptose und somit die Aufrechterhaltung der Unsterblichkeit von humanen
Melanomzellen zu haben.

Immunbhistologische Farbungen gegen STATS an humanen Melanom-Schnittpraparaten
zeigen, daBl STATS regelméBig auch in vivo nukleér lokalisiert und folglich aktiviert
vorliegt und unterstreichen die Bedeutung von STATS fiir das humane maligne
Melanom (Wellbrock et al, nicht verdffentlicht).
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Expression der STATS5 Zielgene bcl-X und pim-1 in humanen Melanomzellinien

Nachdem fiir STATS in humanen Melanomzellinien neben der nukledren Lokalisation
auch eine spezifische konstitutive DNA-Bindung gezeigt werden konnte, wurden auch
STATS-Zielgene auf ihre Expression untersucht. Das bcl-X Gen stellt ein STATS-
Zielgen dar, das fiir ein antiapoptotisches Protein kodiert und von dem in murinen
Melanozyten gezeigt wurde, dass seine Induktion mit der Aktivierung von STATS
einhergeht. Uberexpression von Bel-Xp wird in bis zu 100% der bereits metastasierten
humanen Melanome gefunden (Leiter et al, 2000) und u.a. fiir deren Strahlenresistenz
verantwortlich gemacht, indem es dem {iiber p53 aktivierten proapoptotischen Protein
Bax entgegenwirkt (Chao und Korsmeyer, 1998; Dahm-Daphi, 2000). Auch die
humanen Melanomzellinien Bro, D10, Sk-Mel28 und A375 zeigten passend zur
konstitutiven Aktivitit von STATS durchweg eine Expression von Bcl-Xp. In den mit
dominant negativem STATS (STATS5-GFP) transfizierten A375 Zellen konnte nach
Isolierung der GFP-positiven Zellen eine deutlich reduzierte Bcl-X; Expression in
diesen Zellen nachgewiesen werden (Wellbrock, nicht verdffentlicht). Dies deutet
darauf hin, daf} die Bel-X; Expression in Melanomzellen STATS abhéingig ist und daf3
Bcl-Xp eine bedeutende Rolle in der antiapoptotischen Signaltransduktion von
Melanomzellen spielt. In Ubereinstimmung dazu stehen Untersuchungen mit bcl-X
antisense Oligonukleotiden in humanen Melanomzellinien wie z.B. den A375 Zellen,
die die Bcl-X; Expression reduzieren und dadurch die Apoptosebereitschaft und
Chemosensibilitdit der Melanomzellen erhohen (Heere-Ress et al, 2002; Olie et al,
2002). Dariiberhinaus zeigte sich, daBl Melanomzellinien, die gegeniiber CD95-
induzierter Apoptose resistent sind, sich durch besonders hohe Bcl-X; und Bcl-2
Proteinlevel auszeichnen (Ugurel et al, 1999). Bcl-Xp scheint folglich eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Antiapoptose von Melanomzellen zu
spielen, widhrend es von Bcl-2 auch Untersuchungen gibt, die eine verminderte
Expression in Melanomzellen im Vergleich zu Melanozyten feststellten (Tang et al,
1998; Selzer et al, 1998).

Pim-1 hingegen, ein weiteres STATS5-Zielgen mit mitogenen sowie antiapoptotischen
Eigenschaften (Lilly und Kraft, 1997), das auch im Fischmelanom exprimiert wird
(Wellbrock et al, 1998b), =zeigte ein heterogenes Expressionsmuster in den
verschiedenen humanen Melanomzellinien. Es wird in A375 und D10 Zellen
exprimiert, in Sk-Mel28 nur schwach und in Bro gar nicht, korreliert folglich auffallend
mit der Aktivierung von STAT3. Fiir STAT3 ist eine Induktion der Pim-1 Expression in
Ba/F3 Zellen bei der Signaltransduktion des IL-6 Rezeptors beschrieben (Shirogane et
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al, 1999), der auch von Melanomzellen exprimiert wird. Ob STAT3 bei der Induktion
von pim-1 in Melanomen eine Rolle spielt, ist allerdings bisher nicht untersucht worden.
Allerdings wird Pim-1 in Bro Zellen, die aus einem sehr aggressiven Primidrmelanom
stammen (Lockshin et al, 1985) nicht exprimiert und scheint folglich an der Malignitit
der Melanome nicht entscheidend mitzuwirken. Und auch in den mit HER-mrk
transfizierten murinen Melanozyten lie8 sich mit der Northern Blot Analyse keine pim-
1 Expression nachweisen (ohne Abb.), was moglicherweise eine untergeordnete Rolle

von Pim-1 im Pigmentzellsystem von Maus und Mensch bedeutet.

Mcl-1 wird in den murinen Melanozyten melan-a und den humanen
Melanomzellinien Bro, D10, Sk-Mel28 und A375 nicht exprimiert

Weder TPA/Choleratoxin stimulierte wildtypische noch EGF stimulierte HER-mrk
exprimierende murine Melanozyten zeigten eine Mcl-1 Expression. Ebenso fand sich
auch keine Mcl-1 Expression in den vier untersuchten humanen Melanomzellinien
(ohne Abb.). Mcl-1 scheint folglich im Gegensatz zu hématopoetischen Zellen in
Pigmentzellen und dem Melanom eine untergeordnete Rolle zu spielen, was zu Daten
von Selzer et al (1998) palt, die eine verringerte Mcl-1 Expression in Melanomzellen

gefunden haben.

Verschiedene humane Melanomzellinien zeigen eine unterschiedlich starke MAP-
Kinase Aktivitat

Von Untersuchungen im Ba/F3 Zellsystem und der Fischmelanomzellinie PSM ist
bekannt, daf die mrk Kinase zu einer starken Aktivierung des MAPK-Weges fiihrt und
auch im Xiphophorus Melanom findet sich eine starke konstitutive MAPK-Aktivitét
(Wellbrock und Schartl, 1999). In den humanen Melanomzellinien Bro, D10, Sk-Mel28
und A375 hingegen konnte eine sehr unterschiedliche MAPK-Aktivitit nachgewiesen
werden. Wihrend Bro und Sk-Mel28 Zellen eine starke MAPK-Aktivitit aufweisen,
zeigen D10 und A375 Zellen eine minimale MAPK-Aktivitit. Die Bro Zellinie stammt
aus einem hochaggressiven Primdrmelanom (Lockshin et al, 1985) und Sk-Mel28
wurden aus einer Melanommetastase etabliert (Cornil et al, 1991). Die starke MAPK-
Aktivitdt in diesen beiden Zellinien konnte folglich mit deren Metastasierungsfahigkeit

korrelieren.
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Konstitutiv aktives Ras fiihrt in murinen Melanozyten zur Zelltransformation, mit
Tumorigenitit bei Injektion in Mause (Dotto et al, 1989). In humanen Melanomen
findet man allerdings nur in etwa 15% der untersuchten Fille konstitutiv aktives Ras,
dann aber besonders hiufig in noduldren (NMM) und metastasierten Melanomen (Jafari
et al, 1995; Borner et al, 1999; Satyamoorthy et al, 2003). Im Superfiziell Spreitenden
Melanom (SSM) fanden Jafari et al (1995) in keinem Fall eine konstitutive Aktivierung
des MAPK-Weges, bei fortgeschrittenen metastasierten Melanomen scheint die MAPK
jedoch immer aktiviert (Satyamoorthy et al, 2003). Tower et al (2002) konnten zeigen,
dal ERK1/2 in Melanomzellen die Expression von Matrix-Metalloproteasen (MMP)
induziert. Der Abbau von interstitiellem Kollagen durch diese Protease kann die
Tumorinvasion und Metastasierung erleichtern. Tatsdchlich flihrt eine MAPK-Inhibition
mit U0126 oder PD98059 neben einer Wachstumshemmung zu einer Suppression der
Zellinvasion von A375 Zellen (Ge et al, 2002).

Neben dieser Wirkung der MAPK wurde aber auch die Inhibition der Apoptose iiber
eine Induktion der Bcl-2 Expression in humanen Melanomzellinien gezeigt (Borner et
al, 1999). Inhibierung der MAPK durch proteolytische Spaltung mit Anthraxtoxin fiihrt
zur Apoptose in humanen Melanomzellen (Koo et al, 2002). Auch Inhibierung mit dem
MAPK-Inhibitor PD98059 sensibilisiert Melanomzellen fiir Apoptose (Mandic et al,
2001).

Eine konstitutive Aktivitit der MAPK scheint somit nicht entscheidend fiir die
Melanomentwicklung zu sein, sondern fiir die Tumorprogression, da die MAPK erst in
spéateren Tumorstadien aktiviert vorliegt (Jafari et al, 1995; Satyamoorthy et al, 2003).
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6. Zusammenfassung

Uberexpression der konstitutiv aktiven Rezeptortyrosinkinase Xmrk im Zahnkarpfen
Xiphophorus fiihrt zur Ausbildung maligner Melanome. Dabei korreliert die Malignitét
der Melanome mit der Starke der Expression dieser Rezeptortyrosinkinase (Wittbrodt et
al, 1989). Expressionsstudien in transgenen Medaka-Fischen haben gezeigt, dal Xmrk
allerdings nur in bestimmten Geweben wie Hirn, Epithelien, Auge und Pigmentzellen
zur Tumorbildung fiithrt. Das Tumorspektrum ist dabei ligandenunabhédngig (Winkler et
al, 1994). Zellen, die durch Xmrk transformiert werden koénnen, scheinen somit {iber
entsprechende  Komponenten der durch Xmrk induzierten intrazelluldren
Signaltransduktion verfiigen zu miissen. Bisher wurde eine Reihe von Signalproteinen
identifiziert, die von Xmrk rekrutiert und aktiviert werden. Dazu gehoren die PLC-y, die
Adapterproteine Shc und Grb2, die PI3K, die Fyn-Kinase aus der Familie der Src-
Kinasen und der Transkriptionsfaktor STATS (Wellbrock et al, 2002).

Um die Signaltransduktion von Xmrk in induzierbarer Form untersuchen zu kénnen,
wurde eine mit EGF stimulierbare Rezeptorchimdre HER-mrk, deren extrazelluldrer
Anteil vom humanen EGF-R und deren intrazelluldrer Anteil von Xmrk stammt, in der
IL-3 abhédngigen murinen pro-B-Zellinie Ba/F3 exprimiert. Ba/F3 Zellen stellen
aufgrund ihrer Faktorabhingigkeit fiir Proliferation und Antiapoptose ein ideales
Zellsystem zur Untersuchung der durch die mrk Kinase ausgelosten zelluldren
Antworten dar. EGF-Stimulation dieser als BaF Hm bezeichneten Zellen fiithrt zu IL-3
unabhingigem Wachstum und zu Langzeitiiberleben. Stimulation des aus der gleichen
Genfamilie stammenden EGF-Rezeptors hingegen, wird er in Ba/F3 Zellen exprimiert,
kann kein Langzeitiiberleben vermitteln. Erste Untersuchungen zeigten, da3 das durch
HER-mrk vermittelte Langzeitiiberleben in Ba/F3 Zellen nicht auf einer hoéheren
Rezeptorexpression verglichen mit den EGF-R exprimierenden Zellen beruht.
Allerdings korreliert die Rezeptordichte mit der DNA-Syntheseleistung der Ba/F3
Zellen.

Durch verschiedene carboxyterminal verkiirzte HER-mrk Rezeptormutanten wurde eine
unterschiedliche Anzahl von Substratbindungsstellen von Xmrk deletiert. Expression
dieser HER-mrk Rezeptormutanten in Ba/F3 Zellen zeigte, dal} fiir die Auslosung der
Replikation der DNA keine C-terminale Substratbindungsstelle notwendig ist, wahrend
fiir eine Vollendung der Zellteilung mit Zellvermehrung und fiir Langzeitiiberleben
zwel membrannahe Substratbindungsstellen ausreichend sind. Der Vergleich der durch

die verschiedenen Rezeptoren induzierten Signalwege bzw. der Substratinteraktionen
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von HER-mrk, seinen Mutanten und dem EGF-R gab Hinweise auf fiir die
Antiapoptose entscheidende Signalwege.

Untersuchungen zur Aktivierung von STATI, 3 und 5 zeigten, dal HER-mrk zu einer
Aktivierung aller drei STAT-Proteine flihrt, wihrend der EGF-R in Ba/F3 Zellen nur
STATI1 und 3, nicht aber STAT5 aktivieren kann. Mit zunehmender HER-mrk
Rezeptordichte nimmt die Stirke der STATS Aktivierung zu. Die HER-mrk
Rezeptormutanten zeigten liberraschenderweise, daf} fiir die Aktivierung von STATS
durch HER-mrk keine carboxyterminale Substratbindungsstelle notwendig ist, diese
aber moglicherweise durch Stabilisierung der Rezeptorbindung seine Aktivierung
verstirken. Fiir die Aktivierung von STATI1 und 3 hingegen sind carboxyterminale
Substratbindungsstellen entscheidend.

Das fiir ein antiapoptotisches Protein kodierende STAT5-Zielgen bcl-X wurde als HER-
mrk Zielgen identifiziert. Auch die schwichere STATS Aktivierung durch die trunkierte
HER-mrk Rezeptormutante HmA1006 hatte eine bcl-X Transkription zur Folge,
wihrend der EGF-R bcl-X nicht induzierte.

Untersuchungen weiterer antiapoptotischer Signalwege zeigten, dafl die mrk-Kinase
sowie ihre Rezeptormutante HmA1006 im Gegensatz zum EGF-R auch zu einer
Induktion von bcl-2 fiihren. Da diese Mutante kein Langzeitiiberleben vermittelt, ist
somit die Induktion der Genexpression antiapoptotischer Proteine wie Bcl-X; und Bcl-2
nicht ausreichend filir Antiapoptose. Folgeexperimente zeigten, dall die Rezeptormutante
HmA1006 den MAPK-Weg nicht aktiviert. Ektope Expression von konstitutiv aktiver
MEK in BaF HmA1006 allerdings rettet die Zellen vor der Apoptose (Morcinek et al,
2002). Eine Aktivierung des MAPK-Weges ohne Induktion des STATS/Bcl-Xi
Signalweges — wie bei Stimulation des humanen EGF-Rs in Ba/F3 Zellen — ist aber
auch nicht ausreichend fiir Antiapoptose. Es bedarf somit der Kombination mehrerer
antiapoptotischer Signalwege, namlich der Aktivierung der MAPK, der PI3K und
entweder des STATS/Bcl-X;, Weges oder eine Induktion von c-myc.

Expression der Rezeptorchimdre HER-mrk in murinen Melanozyten fiihrt bei
Stimulation der mrk-Kinase zur Transformation der Zellen. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte eine starke Induktion von bcl-X nach HER-mrk Stimulation in den Melanozyten
nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung humaner Melanomzellinien, die in der
Expression verschiedener Rezeptortyrosinkinasen oft ein sehr unterschiedliches Muster
zeigen, konnte eine konstitutive Aktivitdit von STATS in allen untersuchten Zellinien
nachgewiesen werden, wiahrend STAT1 und 3 nur eine schwache und inhomogene
Basalaktivitdt aufwiesen. Es zeigt sich folglich ein dhnliches Bild wie im Xiphophorus-
Melanom, in dem ausschliefSlich STATS konstitutiv aktiv ist.
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Die untersuchten humanen Melanomzellinien zeigten durchweg eine Expression von
Bcl-X;. Andere Signalwege wie z.B. die Aktivierung der MAPK hingegen zeigten ein
heterogenes Muster bei den verschiedenen Zellinien. Erste Experimente in A375 Zellen
deuten darauf hin, da3 die Expression von dominant negativem STATS zur Reduktion
der bcl-X Transkription und zur Apoptose der Zellen fiihrt (Wellbrock,
unverdffentlicht). Der STATS/Bcl-X;. Signalweg scheint folglich ganz entscheidend fiir
die Antiapoptose von Melanomen zu sein.

Zukiinftige Arbeiten sollten diese an humanen Melanomzellinien erhaltenen Daten in
histologischen Schnitten von humanen Melanomen verschiedener Stadien verifizieren
und zeigen, ob eine Aktivierung von STATS auch dort nachgewiesen werden kann und

moglicherweise prognostische Aussagekraft besitzt.

Summary

Overexpression of the constitutively active receptor tyrosine kinase Xmrk, a member of
the EGF-R family, in the fish Xiphophorus leads to the formation of malignant
melanoma. The degree of malignancy of these melanomas correlates with the
expression level of Xmrk (Wittbrodt et al, 1989). Studies in transgenic Medaka fish
showed that Xmrk only induced tumour formation in distinct tissues like brain,
epithelia, eye and pigment cells. This tissue specifity was ligand independent (Winkler
et al, 1994). This showed that cells, which can be transformed by Xmrk need to have the
appropriate components of the Xmrk signal transduction pathways. Until now PLC-y,
the adaptor proteins She and Grb2, PI3K, the Src kinase Fyn and the transcription factor
STATS (Wellbrock et al, 2002) have been identified as signalling proteins recruited and
activated by Xmrk.

To further investigate the mrk kinase induced signal transduction the receptor chimera
HER-mrk was expressed in the IL-3 dependent pro-B cell line Ba/F3. This receptor
chimera consists of the extracellular part of the human EGF receptor and the
intracellular part of Xmrk. EGF stimulation, therefore, leads to mrk specific signalling
in Ba/F3 cells. Ba/F3 cells represent a sensitive system to measure mitogenic as well as
anti-apoptotic signalling because of their factor dependance. In HER-mrk expressing
Ba/F3 cells EGF can replace the physiological growth factor IL-3 for proliferation and
long term survival. In contrast stimulation of the EGF receptor if expressed in Ba/F3

cells does not have this effect.
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Zusammenfassung

The long term survival triggered by HER-mrk was not based on higher receptor
densities of HER-mrk expressing Ba/F3 cells compared to EGF-R expressing ones.
Even a strong EGF-R expression could not mediate long term survival whereas even a
low HER-mrk receptor expression was sufficient. Within the HER-mrk expressing
clones, however, the DNA synthesis of the Ba/F3 cells increased with higher receptor
densities.

Expression of C-terminal truncated HER-mrk receptor mutants in Ba/F3 cells showed
that for induction of DNA synthesis no C-terminal substrate binding site is needed and
that to complete cell division and for long term survival the two membrane proximal
binding sites are important. This made it possible to define the crucial pathways for
antiapoptotic signalling.

Further analysis revealed that Her-mrk activates STATI, 3 and 5 proteins, whereas the
EGF-R could only activate STATI and 3, but not STATS in Ba/F3 cells. With
increasing HER-mrk receptor densities activation of STATS increased. Strikingly, the
HER-mrk receptor mutants showed that STATS activation by HER-mrk is not
dependent on one of the known substrate binding sites but that C-terminal
phosphotyrosines enhance the activation of STATS, possibly by stabilizing the binding
to the receptor. For the activation of STATI1 and 3, however, C-terminal substrate
binding sites are needed.

With regard to antiapoptotic signalling pathways a possible induction of the STATS
target gene bcl-X has been investigated. Indeed, HER-mrk leads in contrast to the EGF-
R to an induction of bcl-X transcription. Even the weaker STATS5 activation by the
HER-mrk receptor mutant HmA1006 is followed by bcl-X; expression.

Investigation of other antiapoptotic singalling pathways showed that the mrk kinse also
leads to an induction of bcl-2 expression in contrast to the EGF-R. Strinkingly this was
also seen for the receptor mutant HmA1006, which is not able to mediate long term
growth in Ba/F3 cells. Therefore induction of the expression of the antiapoptotic
proteins bcl-Xp and bel-2 seems not to be sufficient for long term survival. Further
experiments showed that HmA1006 is not able to activate the MAPK pathway. Ectopic
expression of constitutively active MEK in BaF HmA1006, however, rescued the cells
from apoptosis (Morcinek et al, 2002). Activation of the MAPK pathway without the
induction of further antiapoptotic pathways like STATS/bcl-X; — as seen after EGF
stimulation of EGF receptor expressing Ba/F3 cells — was not sufficient for an
antiapoptotic effect. This suggests that a combination of both pathways is needed.
Expression of the receptor chimera HER-mrk in murine melanocytes induces
transformation of the cells under treatment with EGF. With this study it could be shown

that mrk stimulation in these melanocytes leads to a strong induction of bcl-X which
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Zusammenfassung

seems to be based on the activation of STATS. Investigation of different human
melanoma cell lines which often show varying expression of different receptor tyrosine
kinases revealed constitutive activation of STATS in all of the tested cell lines. STATI
and 3 however were only weakly activated and showed different activation patterns in
the melanoma cell lines. Therefore in human melanoma cell lines a similar picture as for
the Xiphophorus melanoma was found.

While bcl-X; could not be investigated in the fish melanoma due to lacking cross
reactivity of the antibody, northern probes and RT-PCR primers, the human melanoma
cell lines showed expression of bcl-X;. Other pathways like the activation of MAPK,
however, displayed a heterogenous activation pattern in the different cell lines. First
experiments in A375 cells gave evidence that expression of dominant negative STATS
is followed by reduction of bcl-X transcription and apoptosis of the cells (Wellbrock,
unpublished). The STATS/bcl-X; pathway therefore seems to be crucial for
antiapoptosis in melanomas.

Experiments in the future should show if this role of STATS can be verified in human
melanoma sections as well and if STATS activation possibly correlates with the

aggressiveness of the tumors as seen in the Xiphophorus melanoma.
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Anhang
7. Anhang

7.1. Rezeptordichtebestimmung (zu4.1.2.1)

7.1.1. Bestimmung der Dissoziationskonstanten von mAB 108.1

Die Dissoziationskonstante (Kp-Wert) eines Antikdrpers entspricht derjenigen
Konzentration, bei der die Hélfte der Rezeptoren Antikdrper gebunden haben, d.h. die
halbe Sittigung erreicht ist. Um sicher zu sein, daf3 bei der Rezeptordichtebestimmung
moglichst alle Rezeptoren auf der Zelloberfldche mit Erstantikdrper abgeséttigt werden
kénnen und um Auswirkungen von Pipettierungenauigkeiten mdglichst gering zu
halten, wurde der Antikorper in einer Konzentration von 2x Kp eingesetzt, ein Bereich,
bei dem die Antikdrperbindung fast in der Séttigung ist.

Die Kp-Wert-Bestimmung wurde mit BaF HER3-Zellen in einer Doppelbestimmung
mit ansteigenden Konzentrationen von Erstantikorper, ndmlich InM, 5nM, 10nM,
50nM, 100nM und 200nM durchgefiihrt (3.1.5.). Das Ergebnis zeigt Abb.31.

4000
3000
2000
o Ext.1
1000 o Ext2

0 20 40 60 8 100 120 140 160 180 200

55) nM mAB 108.1

Abb.31: Kp-Wert-Bestimmung des mAB 108.1-Antikdrpers an  BaF HER3 Zellen aus zwei
unabhéngigen Versuchen (Extinktion 1 und 2); Kp-Wert = 15nM

Der Kp-Wert von mAB 108.1 lag bei etwa 15nM, die Sattigung war bei etwa 80nM

erreicht. In den Experimenten eingesetzt wurden 40nM, ein Wert zwischen 2x Kp und

erreichter Sattigung.
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7.1.2. Einfluf} der Zellzahl auf das Lichtsignal beim Zell-ELISA

Zundchst wurde versucht, ob man die Rezeptorzahl der verschiedenen Ba/F3 Zellklone
genau bestimmen kann, wenn man das nach Antikorperdetektion der EGF-Rezeptoren
in ELISA-Technik erhaltene Chemilumineszenzsignal von A431 Zellen, die etwa 2x10°
EGF-Rezeptoren pro Zelle an ihrer Oberfldche exprimieren, mit dem von den Ba/F3
Zellen vergleicht. Dazu war es zundchst notig, herauszufinden, ob die unterschiedliche
Morphologie der Zellen und damit eine unterschiedliche Ausbreitung gleicher
Zellzahlen im ,,Well“, einen Einfluf3 auf das Lichtsignal hat.

a b
2000 15,0
- ,
= 100000 [
* 75000 @ 12,5
=50000 ) S
1500 {]% 25000 %
5 ;10000 = 10,0
- 5000 * 9]
@ 1000 ° N =4
10007 |= 500 % 3,7,5
®
100 ° N T .
< 2 5,0
500 N
°
2,51
0 50 100 150 200 0 20 40 60 80 100 120
Konzentration an Zweitantikérper (nM) Zellzahl A431 (in 1000)

Abb.32: EinfluB der Zellzahl auf das Chemilumineszenzsignal (a) und Darstellung der Verinderung
anhand der Steigungen der Geraden aus a (b). Mit zunehmender Zellzahl sank das Lichtsignal bei gleicher
Menge Zweitantikorper in nicht linearer Weise.

In Vorversuchen wurden unterschiedlich viele A431 Zellen pro ,,Well*“ ausgesiht, und
zwar von nur 100 Zellen bis 1x10° Zellen pro ,,Well“. Dazu wurde zu jeder Reihe
ebenfalls in ansteigenden Konzentrationen Zweitantikdrper (ohne Erstantikrper)
pipettiert, und zwar in OnM, 50nM, 100nM und 150nM. Jede Zelldichte-Reihe hatte
folglich vier MeBwerte, die eine Gerade ergeben sollten, da das Lichtsignal proportional
zur Menge an Zweitantikdrper ansteigt. Die Zelldichte-Reihen konnten dann
untereinander verglichen werden, um zu sehen, ob sich das Signal allein durch das
Vorhandensein unterschiedlicher Zelldichten veridndert. Abb.32a zeigt die Ergebnisse
der verschiedenen Zelldichte-Reihen. Man kann ersehen, daB3 unterschiedliche
Zellkonzentrationen tatsdchlich einen EinfluB3 auf das Lichtsignal hatten, denn je mehr
Zellen pro ,Well“ ausgesdht wurden, desto schwicher wurde das Signal.
Dementsprechend hitte natiirlich auch eine unterschiedliche Zellmorphologie einen
Einflu. Ein direkter Vergleich der Rezeptordichte von adhédrent wachsenden A431-
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Zellen zu Ba/F3 Zellen ist folglich nicht moglich, v.a. da sich solche
Lichtsignaleinfliisse (wie hier bei den ansteigenden A431-Zellzahlen) nicht linear
verhalten (Abb.32b).

7.2. Vorversuch DNA-Leitern (4.1.3)

In Vorversuchen wurde zunichst aus unterschiedlichen Veroffentlichungen die beste
DNA-Extraktionsmethode fiir die Leiterdarstellung gesucht; und zwar nach Suzuki et al
(1998), Iwama et al (1996), Xie et al (1997) und eine in der Arbeitsgruppe entwickelte
Methode (Schartl).

Eigene Methode (Schartl): siche 3.3.1.

Iwama: Puffer => 10mM Tris, pH8
100mM NaCl
25mM EDTA
1% SDS
frisch Proteinase K dazu (100pg/ml)
Die Zellen werden mit diesem Lysepuffer versetzt und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Nach 10min Zentrifugation wird die DNA-Losung (der Uberstand)

in ein frisches Gefal3 tiberfiihrt und kann gefillt werden.

Xie: Puffer => 20mM Tris, pH8
8mM EDTA
0,2% Triton
20min bei Raumtemperatur inkubieren, dann 10min zentrifugieren, den

Uberstand mit Proteinase K versetzen und im Anschluff die DNA fillen.

Suzuki: Puffer => 10mM Tris, pH8
ImM EDTA
10mM NacCl
0,5% Triton
20min auf Eis inkubieren, dann 10min zentrifugieren und DNA aus Uberstand
fallen.
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1212345

Abb.33: DNA-Leitern mit verschiedenen DNA-
Extraktionsmethoden aus Ba/F3 Zellen:

1 Schartl, Zellen unter IL-3

2 Schartl, Zellen 2 Tage gehungert
3 Iwama, Zellen 2 Tage gehungert
4  Xie, Zellen 2 Tage gehungert

5

Suzuki, Zellen 2 Tage gehungert

Diese Versuche zeigten, dass die in der Arbeitsgruppe entwickelte Methode fiir die
DNA-Extraktion aus den Ba/F3 Zellen am geeignetesten ist, da die apoptotischen
Leitern sowie die genomische DNA als Extraktionskontrolle schon darstellbar sind
(Abb.33). Bei Iwama und Xie verschwanden die Leitern in einer Wolke und die
genomische DNA wurde nur mangelhaft mitextrahiert. Die Methode nach Suzuki
hingegen zeigte kaum DNA (Abb.33).
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HCI Salzsaure
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H,0, Wasserstoffperoxid
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OD Optische Dichte

OLB oligonucleotide labelling buffer

p53 Protein 53

PARP Poly-ADP-Ribose-Polymerase

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PDGF Platelet derived growth factor
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pH - log [H']

PI3K Phosphoinositol-3-Kinase

PKC Proteinkinase C

PLC-y Phospholipase C-y
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rRNA
RT
RTK
SDS-PAGE
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SIE
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SSC
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STAT
TAE
Taq
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TNF
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Tris-Cl
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u
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VEGF
Vol

WO

wt
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Xmrk
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Repressorgen

Retinoblastom

Relative light units
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ribosomale Ribonukleinsdure
Reverse Transkriptase
Rezeptortyrosinkinase
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Src-homologe Domine
Serum-induzierbares Element

Son of sevenless
Sodiumchlorid/Sodium-Citrat
serum separator tube

Signal transducer and activator of transcription
Tris/Acetat/EDTA

Thermus aquaticus

Tris/EDTA
Tetramethylethylendiamin

Tumor Nekrose Faktor
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat
Tris-Puffer, pH mit HCL eingestellt
Tumorgen

Units (=Einheiten)

Umdrehung pro min

Ultraviolettes Licht

Vascular endothelial growth factor
Volumen

Wortmannin

Wildtyp

Wilmstumor

Xiphophorus EGF-R

Xiphophorus maculatus

Xiphophorus Melanom Rezeptor Kinase
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